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Resumen 
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es el principal organismo europeo 
encargado de la Seguridad Alimentaria. En 2011, elaboró una opinión científica sobre la 
formación de aminas biógenas en alimentos fermentados, en la que se pone de manifiesto la 
importancia del control de estos compuestos causantes de reacciones adversas en los 
consumidores. Así, es preciso disponer de mayor conocimiento científico en relación a la 
presencia de aminas biógenas en alimentos fermentados para realizar una mejor evaluación del 
riesgo, especialmente en la disponibilidad de métodos de análisis adecuados. Por el contrario, la 
EFSA también es la encargada de evaluar las Declaraciones de Propiedades Saludables de los 
alimentos. En este caso, para demostrar una declaración saludable hay que caracterizar el 
alimento, definir su actividad fisiológica, así como su disponibilidad y plausibilidad biológica. 
Por todo ello, para poder evaluar las funciones biológicas de los compuestos fenólicos es 
imprescindible conocer su biodisponibilidad. Además, es importante evaluar e identificar las 
transformaciones de estos compuestos a lo largo del tracto gastrointestinal, ya que se ha 
observado que las propiedades bioactivas de los metabolitos, aun siendo los principales 
implicados en los efectos beneficiosos, suelen ser diferentes a la de sus compuestos originales 
presentes en los alimentos. 
El objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido el desarrollo y validación de nuevos métodos 
analíticos basados en técnicas cromatográfícas para caracterizar y cuantificar compuestos con 
actividad biológica, como son las aminas biógenas, compuestos fenólicos y sus derivados, en 
productos vegetales, bebidas fermentadas y muestras biológicas obtenidas de estudios de 
biodisponibilidad. Estos nuevos métodos han sido aplicados  a la resolución de problemas 
agrupados fundamentalmente en dos grandes bloques temáticos, Seguridad alimentaria y 
Calidad Alimentaria. 
La primera parte de la memoria de esta Tesis doctoral se centró en los principales resultados 
obtenidos en relación a la determinación de las aminas biógenas, una familia de compuestos que 
pueden tener efectos perjudiciales para la salud. En primer lugar se realizó un estudio del estado 
del arte de las técnicas analíticas para la determinación de las aminas biógenas en productos 
fermentados, realizando una revisión crítica sobre la metodologías empleadas en un periodo 
comprendido desde 2010 a 2016. Este fue el punto de partida para la posterior adaptación  de un 
método cromatográfico para la determinación simultánea de aminas biógenas y sus precursores 
(aminoácidos) en la elaboración de una nueva bebida a base de fermentado glucónico de fresa. 
Con la aplicación de este método se demostró la ausencia de aminas biógenas en los productos 
finales, resultado seguro al consumidor. Seguidamente, se llevó a cabo una validación de un 
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método más sensible para la evaluación del perfil de aminas biógenas. Este método fue aplicado 
para evaluar productos finales (vinagres) o en la conservación de alimentos (vinos abiertos). Las  
cantidades de aminas biógenas cuantificadas en los vinagres comerciales analizados fueron 
inferiores a las encontradas en otros productos fermentados, como el vino o el queso, y por tanto 
no alcanzaron niveles que provoquen efectos perjudiciales para el consumo humano. Además, 
se controló la evolución de aminas biógenas en botellas abiertas de diferentes vinos durante 
varios días mantenidas a diferentes condiciones de conservación. En este caso, se observaron 
ligeros cambios en el perfil de aminas biógenas durante el almacenamiento de las botellas 
abiertas de vino en las diferentes condiciones.  
La segunda parte de esta memoria se centró en la validación de metodologías analíticas para la 
determinación de  metabolitos y catabolitos en muestras biológicas (orina, plasma y heces) tras 
la ingesta de alimentos ricos en compuestos fenólicos.   
Así, primeramente se procedió al  desarrollo y la validación de un método para la determinación 
e identificación de derivados fenólicos en diferentes muestras biológicas (orina, plasma y heces) 
de ratas tras la ingesta de un extracto de vino rico en proantocianidinas. La aplicación del 
método permitió identificar por primera vez 8 derivados conjugados de fenilvalerolactonas y 6 
derivados de ácidos fenilvaléricos en las muestras de orina, plasma y heces tras la ingesta del 
extracto de semilla de uva rica en proantocianidinas. Este estudio proporcionó una evaluación 
detallada de la absorción, el metabolismo y el catabolismo del extracto rico en proantocianidinas 
por las ratas, mostrando la importante participación de la microbiota colónica en su 
transformación por el organismo. 
Seguidamente, se evaluaron y compararon dos métodos analíticos, un método de cromatografía 
liquida (HPLC) y un método de cromatografía de gases (GC), ambos acoplados a un detector de 
masas. Ambos métodos fueron aplicados para la determinación de muestras de orina de 
voluntarios tras el consumo de zumo de naranja. Además, se evaluó el proceso de extracción 
comparando la inyección directa y dos extracciones en SPE usando los cartuchos SDB-L y 
HBL. Del mismo modo, se determinó la eficiencia del proceso de derivatización con N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA). Finalmente, aunque ambas metodologías son válidas 
para el estudio de compuestos fenólicos en muestras de orina, el uso del método de LC permitió 
obtener una información más detallada  de los derivados fenólicos formados del catabolismo de 
los polifenoles, siendo un método más sensible, menos laborioso y, por tanto, más 
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Introducción 
Los alimentos se definen en el Reglamento (CE) nº178/2002 del Parlamento Europeo y del 
Consejo de 28 de enero de 2002 como “cualquier sustancia o producto destinado a ser ingerido 
por los seres humanos o con probabilidad razonable de serlo, tanto si han sido transformados, 
entera o parcialmente, como si no”. De esta forma, dentro de los alimentos se incluyen las 
bebidas, la goma de mascar y cualquier sustancia, incluida el agua, incorporada voluntariamente 
al alimento durante su fabricación, preparación o tratamiento. 
La demanda de alimentos por parte de los consumidores ha evolucionado en Europa durante la 
segunda mitad del siglo XX. Así, en la década de los 70, la principal preocupación era 
garantizar la productividad; en la década de los 80, fue la calidad; mientras que en la de los 90, 
ha sido la seguridad alimentaria. En la actualidad, este enfoque se ha centrado en garantizar la 
salud de los consumidores, apareciendo el concepto de alimentos funcionales (Gil, 2017). En la 
Unión Europea, las Declaraciones Nutricionales y de Propiedades Saludables se encuentran 
reguladas por el Reglamento (CE) nº1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de 
enero de 2002.  
En este contexto, para poder evaluar la seguridad y calidad de los alimentos, es importante el 
empleo de métodos analíticos correctamente validados para determinar compuestos presentes en 
una matriz de interés. Así, el principal objetivo de la validación de métodos analíticos es definir 
los requisitos analíticos y confirmar, a través de la aportación de evidencia objetiva, que se han 
cumplido los requisitos para una aplicación específica y, por tanto, obtener datos de calidad 
(Eurachem, 2014). 
Por todo ello, la investigación de la presente tesis doctoral se ha centrado en la validación de 
métodos analíticos y la determinación de sustancias de interés, tales como las aminas biógenas 
y/o aminoácidos, así como los compuestos fenólicos y sus metabolitos, en productos vegetales, 
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1. Las Aminas Biógenas 
Las aminas biógenas son bases orgánicas nitrogenadas de bajo peso molecular, presentes en el 
metabolismo normal de los seres vivos (ten Brink et al., 1990; Kirschbaum et al., 1999). Las 
aminas aparecen de forma natural en los alimentos y se han descrito bajas concentraciones de 
algunas aminas biógenas de origen endógeno en frutas, verduras, carne, leche y pescado. Sin 
embargo, se han determinado concentraciones más significativas de estas en productos 
fermentados, debido a la actividad de diferentes levaduras y bacterias, especialmente, de 
bacterias lácticas (Önal, 2007). Además, las aminas biógenas son termoestables, por lo que los 
tratamientos térmicos utilizados en el procesamiento y preparación de alimentos no las inactivan 
(EFSA, 2011a). 
Las aminas biógenas son sintetizadas principalmente por la descarboxilación de aminoácidos y, 
en menor medida, a través de la aminación y transaminación de aldehídos y cetonas (Askar & 
Treptow, 1986; Silla Santos, 1996). La formación de aminas biógenas por descarboxilación 
depende de tres factores principales, como son: el nivel de actividad de las enzimas 
descarboxilasas, la disponibilidad de aminoácidos como sustrato, así como la presencia o 
ausencia de la cepa bacteriana específica (Naila et al., 2010). En la Tabla 1 se pueden observar 
las principales aminas y sus correspondientes precursores.  
1.1. Clasificación de las Aminas Biógenas 
Las aminas biógenas pueden clasificarse tanto por su estructura química, como por su 
volatilidad. En cuanto a su estructura química, se pueden diferenciar en aminas aromáticas y 
aminas alifáticas (Tabla 1). Las aminas aromáticas pueden presentar un núcleo bencénico, 
como en el caso de la tiramina y la feniletilamina, o pueden poseer un núcleo heterocíclico, 
como la histamina y la triptamina. Por otro lado, las aminas alifáticas pueden agruparse en dos 
grupos: monoaminas, como metilamina; y poliaminas, entre las que destacan putrescina, 
cadaverina, agmatina, espermina y espermidina (Silla Santos, 1996). 
Según la volatilidad, las aminas biógenas también pueden clasificarse como no volátiles y 
volátiles. En general, las investigaciones centradas en aminas volátiles son más escasas que en 
las no volátiles, con la excepción de la feniletilamina (Almeida et al., 2012). Se ha encontrado 
una gran diversidad de aminas volátiles en los alimentos, tales como feniletilamina, metilamina, 
dimetilamina, etilamina, dietilamina, isopropilamina, isobutilamina, amilamina, isoamilamina, 
pirrolidina, etanolamina y hexilamina, entre otras (Ough et al., 1981; Busto et al., 1995; Peña-
Gallego et al., 2012). Por otra parte, entre las principales aminas no volátiles encontradas en los 
alimentos se incluyen la histamina, la tiramina, la putrescina, la cadaverina, la espermina y la 
espermidina, la agmatina, la triptamina o la serotonina (Önal et al., 2013). 
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1.2. Contenido de Aminas Biógenas en alimentos 
Tradicionalmente, la presencia de aminas biógenas en los alimentos ha sido un indicador de 
actividad microbiológica no deseada. De esta forma, se han establecido varios índices de aminas 
biógenas para evaluar la calidad de los alimentos. Por un lado, se tiene en cuenta la suma de las 
concentraciones de varias aminas biógenas, principalmente histamina, tiramina, putrescina y 
cadaverina. En este caso, para los alimentos frescos, los valores menores de 5 mg/kg indican un 
buen estado, mientras que valores superiores a 20-50 mg/kg muestran un inicio de la 
degradación del producto. Por otro lado, la relación entre espermidina y espermina también se 
usa como índice de frescura. Así, una proporción menor de 0.5 indica un producto fresco, 
mientras que un valor superior a 0.7 está asociado a la descomposición del alimento (Sirocchi et 
al., 2013; Sentellas et al., 2016). 
La presencia de aminas biógenas en los alimentos se debe fundamentalmente a tres razones: 
están presentes de forma natural, son producto de la contaminación por microorganismos o se 
forman a partir de procesos de fermentación. Así, su presencia en alimentos está estrechamente 
relacionada con la actividad microbiológica. De esta forma, la producción de aminas se ha 
relacionado con la actividad de levaduras y bacterias Gram positiva y Gram negativa (Álvarez 
& Moreno-Arribas, 2014). Sobre todo, en la familia de las bacterias lácticas se han identificado 
diferentes rutas de síntesis de estos compuestos, siendo los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus y Oenococcus los principales productores (Ladero et al., 2010; Linares et al., 2011; 
Costantini et al., 2013). Además, las aminas biógenas también las sintetizan algunas especies de 
levaduras o bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Linares et al., 2012).  
Por otro lado, la presencia de ciertas aminas biógenas puede afectar a las propiedades 
organolépticas de los alimentos. De esta forma, la putrescina se asocia a aromas rancios o 
desagradables de putrefacción, mientras que la cadaverina confiere a los alimentos olores a 
carne o vinagre (Sentellas et al., 2016). 
En general, las concentraciones más altas de estos compuestos se encuentran en los productos 
contaminados o fermentados, mostrando unas cantidades significativamente mayores a las 
presentes en los productos sin fermentar. En la Tabla 2 se muestra un resumen de las 
principales aminas biógenas en diferentes alimentos y bebidas. En general, las mayores 
concentraciones de histamina están presentes en sufu, salsa de pescado, embutidos y queso 
curado (Tabla 2). No obstante, se ha llegado a detectar una concentración de hasta 10000 mg/kg 
de histamina en pescado en mal estado (EFSA, 2011a). En cuanto a la tiramina, la mayor 
concentración se ha obtenido en muestras de queso, principalmente, en queso curado (Tabla 2). 
La putrescina y la cadaverina solo se han determinado en cantidades significativas en muestras 
de carne y pescado ya fermentadas. 
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Tabla 2. Contenido de las principales aminas biógenas (histamina, tiramina, putrescina y 
cadaverina) en alimentos y bebidas (mg /kg o mg/L) (Ordóñez et al., 2016). 
Producto no fermentado Histamina Tiramina Putrescina Cadaverina 
Verduras     
 Repollo 1.00 18.6 11.6 7.6 
 Soja/tofu n.d.-5.8 n.d. 0.7-5.0 n.d.-3.4 
Frutas y cereales     
 Uvas n.d.-5.8 n.d.-2.4 n.d.-8.0 n.d.-3.4 
 Manzanas n.d. n.d. 5.1 - 
 Cebada n.d. 8.0-18.9 7.6-21.0 0.5-1.1 
Carnes      
 Carne de cerdo 0.9-2.3 n.d.-29.0 n.d.-66.5 1.0-145.4 
 Carne de pollo 0.2 n.d.-221.6 n.d.-45.9 n.d.-33.5 
 Carne de ternera 0.4-7.4 n.d.-17.4 n.d.-202.5 n.d.-221.4 
Pescados y moluscos     
 Anchoas saladas n.d.-2.0 n.d.-22.3 0.1-8.0 0.1-12.0 
 Caballa fresca 9.3-12.4 n.d.-0.4 0.2-2.0 1.2-6.6 
 Atún enlatado n.d.-110.3 n.d.-48.6 n.d.-116.5 n.d.-103.3 
 Pulpo 1.3-9.1 n.d.-14.5 2.8-94.1 0.1-164.0 
Bebidas      
 Leche n.d.-0.7 n.d. n.d. n.d.-0.1 
 Café preparado n.d.-1.6 n.d.-19.7 0.4-2.3 0.2-9.1 
 Zumo de naranja n.d.-0.04 n.d.-0.06 0.1-2.2 - 
Otros      
 Miel n.d.-3.8 n.d. n.d. n.d. 
 Chocolate 0.3-2.0 3.1-8.1 0.8 0.8 
Producto fermentado Histamina Tiramina Putrescina Cadaverina 
Verduras     
 Sauerkraut (chucrut) 2.1-37.0 26.5-94.4 32.1-122 17.1-41.1 
 Sufu (tofu fermentado) n.d.-730.0 n.d.-1730 0.5-316.9 0.6-85.8 
 Salsa de soja n.d.-85.0 0.9-80.5 7.0-108.0 0.2-85.0 
Carne      
 Chorizo n.d.-4.5 3.1-186.1 n.d.-178.3 n.d.-52.0 
 Embutido n.d.-514.5 n.d.-509.9 n.d.-505.3 n.d.-689.8 
Pescado      
 Salsa de pescado n.d.-729 n.d.-1178 n.d.-1257 n.d.-1429 
Productos lácteos     
 Yogurt n.d.-13 n.d.-6.3 n.d.-26.1 n.d.-4.3 
 Mantequilla - 4.6-5.0 n.d. n.d. 
 Queso sin curar n.d.-6.67 n.d.-2.74 n.d.-0.9 n.d.-8.9 
 Queso curado n.d.-337.9 n.d.-2520 n.d.-105.8 n.d.-774.5 
 Kéfir de leche n.d.-4.0 n.d.-9.8 0.4-14.3 n.d.-2.2 
Bebidas fermentadas Histamina Tiramina Putrescina Cadaverina 
 Vino tinto 0.5-27.0 0.1-37.3 2.9-122 n.d.-3.3 
 Vino blanco n.d.-3.4 n.d.-6.8 0.8-12.8 n.d.-2.5 
 Vino de arroz n.d.-72.1 n.d.-41.4 n.d.-32.3 n.d.-63.5 
 Cerveza n.d.-0.3 0.4-5.9 2.1-12.8 0.2-1.4 
 Vinagre n.d.-0.3 n.d.-0.2 n.d.-3.2 n.d.-0.1 
 Sidra n.d.-6.9 n.d.-5.0 n.d.-12.3 - 
 Fermentado glucónico n.d. n.d. n.d. n.d. 
n.d.: no detectado; -: no determinado. 
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La variabilidad del contenido de aminas en alimentos y, especialmente, en vinos y otras bebidas 
fermentadas, se debe a una gran cantidad de factores, como el tipo de elaboración, el tiempo y 
modo de almacenamiento, la calidad de la materia prima y la posible contaminación 
microbiológica durante su elaboración en la bodega (Lonvaud-Funel, 2001). Así, por ejemplo, 
aunque algunas aminas biógenas se sintetizan tras la fermentación alcohólica, los mayores 
niveles de aminas biógenas se producen tras la fermentación maloláctica en vinos tintos 
(Patrignani et al., 2012). Tradicionalmente, la presencia de aminas en los vinos se ha asociado a 
unas malas condiciones de fermentación y a la contaminación de los mismos. Sin embargo, en 
un trabajo elaborado por Konakovsky et al. (2011), se observó que las altas concentraciones de 
algunas aminas en vinos tintos austriacos de alta calidad estaban determinadas por las bacterias 
seleccionadas para llevar a cabo la fermentación maloláctica durante la elaboración del vino, sin 
tener malas condiciones higiénicas. En general, la elección de los cultivos iniciales es 
fundamental para garantizar la calidad del producto final. Recientemente, Berbegal et al. (2017) 
han logrado aislar cepas autóctonas de Oenococcus oeni que llevan a cabo la fermentación 
maloláctica en vinos tintos de la DO Ribera del Duero sin producir histamina. 
Los vinos se han estudiado a lo largo de sus diferentes etapas de elaboración y almacenamiento. 
De este modo, se ha analizado la concentración de aminas biógenas en uvas (Bauza et al., 2007), 
mostos (Del Prete et al., 2009; García-Marino et al., 2010; Rodriguez-Naranjo et al., 2013; 
Wang et al., 2014), fermentación alcohólica (García-Marino et al., 2010; Martínez-Pinilla et al., 
2013; Rodriguez-Naranjo et al., 2013; Wang et al., 2014), fermentación maloláctica (García-
Marino et al., 2010; Martínez-Pinilla et al., 2013; Wang et al., 2014), envejecimiento en barril o 
depósitos (García-Marino et al., 2010; Hernández-Orte et al., 2008) y en botella cerrada 
(González Marco & Ancín Azpilicueta, 2006; Pérez-Magariño et al., 2013). Sin embargo, los 
ensayos que tratan los cambios que se producen en la concentración de las aminas biógenas en 
botella abierta son escasos. 
1.3. Las funciones biológicas de las Aminas Biógenas 
Las aminas biógenas son metabolitos que se encuentran en los tres dominios: arqueas, bacterias 
y eucariotas (Michael, 2016).  
1.3.1. Bacterias 
En el caso de las bacterias, estas moléculas tienen diversas funciones, como la producción de 
energía o el incremento de la resistencia en medios ácidos (Griswold et al., 2006). Así, la 
descarboxilación de los aminoácidos aumenta la supervivencia en medios ácidos, ya que 
consume los protones, que junto con la excreción de aminas y CO2, permiten regular el pH 
interno (Rhee et al., 2002; Lee et al., 2007). Además, estas moléculas también pueden formar 
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parte de la producción de energía mediante el uso de bombas electrogénicas antiporte 
aminoácidos/aminas que generan fuerzas protón-motriz (Molenaar et al., 1993; Wolken et al., 
2006). Por otro lado, algunos autores han indicado que ciertas aminas, como la putrescina o la 
espermidina, actúan frente al estrés oxidativo (Tkachenko et al., 2001; Chattopadhyay et al., 
2003) o proporcionando tolerancia al furfural (Geddes et al., 2014). Además, las poliaminas 
juegan un papel importante en la formación de biopelículas en algunas enterobacterias, como 
Yersinia pestis o Escherichia coli (Patel et al., 2006). En cuanto al desarrollo de las bacterias en 
el tracto gastrointestinal, hay varios autores que han resaltado el importante papel que 
desempeñan las aminas biógenas. De esta forma, se ha observado que la tiramina interviene en 
la adhesión de la cepa Escherichia coli O157:H7 a la mucosa intestinal (Lyte, 2004). Fernández 
de Palencia et al. (2011) observaron la importancia de la síntesis de tiramina por Enterococcus 
durans para la adhesión a enterocitos y la reducción de la activación del sistema inmunológico 
Th1 en el tracto digestivo. Por otro lado, Lactobacillus brevis IOEB 9809 produce tiramina y 
putrescina en respuesta al estrés gástrico, según un ensayo de simulación del tracto digestivo 
humano (Russo et al., 2012). Además, se ha descrito la importancia de las aminas biógenas en la 
patogénesis bacteriana de diferentes especies patógenas, tales como Shigella, Streptococcus, 
Salmonella, Yersinia, Staphylococcus, Vibrio, Pseudomonas, Helicobacter y Legionella, entre 
otros (Di Martino et al., 2013). 
1.3.2. Eucariotas 
Respecto a las células eucariotas, la biosíntesis de aminas es importante para la síntesis de 
hormonas, alcaloides, ácidos nucleicos y proteínas (Premont et al., 2001; Spano et al., 2010). 
1.3.2.1.  Fungi 
Principalmente, se han relacionado las poliaminas con la respuesta al estrés en hongos (Valdés-
Santiago & Ruiz-Herrera, 2014). Así, se ha observado que las poliaminas desempeñan un papel 
importante en la respuesta de los hongos al estrés oxidativo, osmótico o por temperatura 
(Valdés-Santiago & Ruiz-Herrera, 2014). Por otro lado, existen numerosos estudios que indican 
la importancia de las poliaminas en la diferenciación celular de hongos, formando parte de la 
esporulación, germinación de las esporas, colonización y dimorfismo (Valdés-Santiago et al., 
2012; Kummasook et al., 2013). Por ejemplo, la espermidina es crucial para la morfogénesis de 
Penicillium marneffei en humanos, ya que permite el crecimiento, la conidiogénesis, la 
germinación conidial y el dimorfismo. Por todo ello, los autores propusieron la ruta de 
biosíntesis de esta amina como una diana potencial para combatir infecciones por hongos 
(Kummasook et al., 2013). 
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1.3.2.2.  Plantas 
En plantas, las aminas biógenas están implicadas en varios procesos celulares, incluyendo la 
división y la diferenciación celular, la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, actuando como 
estabilizadores de membranas, así como retrasando la senescencia celular, la respuesta a pH y el 
estrés térmico u osmótico (Li et al., 2006; Handa & Mandoo, 2010; Gupta et al., 2013; Masson 
et al., 2017). Además, las poliaminas están involucradas en procesos fisiológicos importantes, 
como el crecimiento y el desarrollo de la fruta (Önal, 2007). Algunos trabajos han sugerido que 
la acumulación de poliaminas puede tener funciones específicas de protección en plantas 
adaptadas a ambientes extremos (Li et al., 2006). Además, las poliaminas también tienen 
importancia en la resistencia de las plantas contra el estrés biótico (Walters, 2003; Jiménez-
Bremont et al., 2014), jugando un papel en la resistencia contra hongos (Rodriguez-Kessler et 
al., 2008) o insectos (Sempruch et al., 2015). 
1.3.2.3.  Animales 
Las aminas biógenas tienen una función importante tanto en la fisiología como en la biología 
celular en animales. Entre las funciones fisiológicas más importantes reguladas por aminas 
biógenas, se encuentra la mediación de los primeros síntomas de la respuesta alérgica que lleva 
a cabo la histamina (Taylor, 1986; Stratton et al., 1991). Así, en ciertos tejidos se libera dicha 
amina como resultado de hipersensibilidad alérgica o de inflamación (Mahdy & Webster, 2017). 
La histamina se encuentra de forma natural en la sangre, con una concentración entre 25 y 130 
mg/L (Cardona-Galvéz & González-Domínguez, 2005). Del mismo modo, la histamina también 
participa en la regulación cardiovascular, ya que es un vasodilatador; así como en la regulación 
de la secreción de ácidos gástricos, a través de receptores H2 localizados en las células parietales 
(Silla Santos, 1996, Mahdy & Webster, 2017). Hay una gran variedad de aminas, tales como la 
histamina, la tiramina, la catecolamina, la dopamina o la serotonina, que funcionan como 
neurotransmisores en el sistema nervioso central. Además, la histamina y la tiramina pueden 
actuar como mediadores hormonales en humanos y animales (Bardócz et al., 1995). Asimismo, 
las aminas también intervienen en la regulación de la temperatura corporal, el control del 
volumen y pH del estómago y la actividad cerebral (ten Brink et al., 1990). 
En cuanto a las poliaminas, se ha observado que son esenciales para un óptimo mantenimiento 
del funcionamiento normal de la actividad metabólica y del sistema inmunológico del intestino. 
Además, la espermina y la espermidina parecen estar implicadas en la evolución del tejido 
intestinal (Ancín-Azpilicueta et al., 2008). Las poliaminas están presentes en los eritrocitos en 
unas concentraciones de 8–14 y 5–8 nmol/mL para la espermidina y la espermina, 
respectivamente; mientras que la putrescina no supera el 0.50 nmol/mL (Ducros et al., 2009). A 
nivel celular, las poliaminas tienen varias funciones como fuente de nitrógeno y como 
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precursores para la síntesis de hormonas, alcaloides, ácidos nucleicos y proteínas (Silla Santos, 
1996). Además, las poliaminas presentan diversas funciones en el mantenimiento de la 
homeostasis celular, estando implicadas en la estabilización de la membrana celular, la 
proliferación celular, la síntesis y estabilización de ADN, ARN y proteínas, los factores de 
crecimiento, los antioxidantes, los reguladores metabólicos, los nutrientes y los mensajeros 
secundarios (Lozanov et al., 2004; Sánchez-Jiménez et al., 2013). Debido a la diversidad de 
funciones tanto en el metabolismo celular como en el crecimiento, las poliaminas son necesarias 
en grandes concentraciones en tejidos de rápido crecimiento (Silla Santos, 1996). Según 
Bardócz (1995), las poliaminas se pueden considerar como microcomponentes importantes en la 
alimentación durante periodos de crecimiento intenso de tejidos (maduración del intestino en 
niños, recuperación postoperativa, etc.). Sin embargo, la recomendación del consumo de fuentes 
ricas en poliaminas suscita cierta controversia, ya que en los casos en los que se padece alguna 
patología, como un tumor, el consumo de estas favorecería la proliferación celular, así como el 
crecimiento y la metástasis de los tumores, favoreciendo la liberación, transporte y colonización 
de las células cancerosas y evitando la acción del sistema inmune (Kalač & Krausová, 2005; 
Kalač, 2014; Soda, 2011). 
1.4. Efectos Tóxicos de las Aminas Biógenas 
Como se ha visto en el apartado anterior, las aminas biógenas son necesarias para distintas 
funciones en humanos y animales. Sin embargo, la ingesta de alimentos con altas 
concentraciones de aminas, especialmente histamina y tiramina, puede provocar intoxicación 
alimentaria, sobre todo en personas sensibles (ten Brink, 1990). En la actualidad, se están 
desarrollando envases alimentarios que detectan la presencia de aminas biógenas mediante 
sensores, o que inhiben la formación de estos compuestos (Pacquit et al., 2007; Pereira de 
Abreu et al., 2012; Heising et al., 2013; Fang et al., 2017). 
1.4.1. Histamina 
Dentro de las intoxicaciones alimentarias provocadas por aminas biógenas, las más conocidas 
están causadas por la histamina (Silla Santos, 1996). La histamina es la amina con más efectos 
tóxicos detectada en alimentos, encontrándose en altas cantidades en pescado, queso, vino y 
productos cárnicos (ten Brink et al., 1990; Feng et al., 2016). La intoxicación por histamina se 
define a menudo como “intoxicación por escómbridos”, un grupo de pescados donde se 
encuentran el atún, la caballa y las sardinas. Esta intoxicación se considera un problema mundial 
(EFSA, 2011a; Naila et al., 2010; Feng et al., 2016). Aunque hay pruebas convincentes para 
señalar a la histamina como el agente causal de la intoxicación histamínica por pescado, no hay 
una relación dosis-respuesta simple, ya que el pescado en mal estado con altas cantidades de 
histamina tiende a ser más tóxico que la misma cantidad de histamina pura administrada por vía 
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oral (Lehane & Olley, 2000). Por lo tanto, los efectos tóxicos no solo dependen de la 
concentración de histamina ingerida, sino que también juegan un papel importante la presencia 
de otras aminas, la actividad de la enzima aminooxidasa y la fisiología intestinal del individuo 
(Silla Santos, 1996). 
La histamina ejerce su efecto tóxico por la interacción de dos tipos de receptores (H1 y H2) en 
membranas celulares. Esta amina tiene una potente acción dilatadora de los vasos sanguíneos 
periféricos, capilares y arterias, causando una importante caída en la presión sanguínea (Stratton 
et al., 1991; Ancín-Azpilicueta et al., 2008). Por otro lado, la histamina induce la contracción 
del musculo liso intestinal, mediado por el receptor H1, provocando calambres abdominales, 
diarrea y vómitos (Taylor, 1986). Los síntomas provocados por la histamina son similares a una 
respuesta alérgica: dificultad para respirar (excitación del musculo liso), dolor de cabeza, 
rubores faciales, picores, erupciones, inflamación de garganta y fiebre (Stratton et al., 1991; 
Silla Santos, 1996; Naila et al., 2010). Por otro lado, se han observado otros efectos, como la 
liberación de neurotransmisores como adrenalina y noradrenalina, la excitación del musculo liso 
del útero y la estimulación de neuronas sensoriales y motoras (Shabaly, 1996). La Figura 1 




Figura 1. Síntomas provocados por la histamina (Maintz & Novak, 2007). 
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En cuanto a las cantidades que causan efectos toxicológicos, el consumo de histamina en un 
rango de concentración entre 8-40 mg, 40-100 mg y mayor de 100 mg puede causar una ligera, 
intermedia o intensa intoxicación, respectivamente (Ancín- Azpilicueta et al., 2008). Nout 
(1994) estableció que el nivel máximo permisible de histamina en alimentos debe oscilar entre 
50-100 mg/kg. De todos modos, la tolerancia a la histamina dependería principalmente de la 
sensibilidad de cada consumidor a este compuesto. Una dieta libre de histamina es el 
tratamiento elegido para los pacientes con intolerancia a la histamina y migrañas, ya que en 
pequeñas cantidades, puede causar efectos adversos (Jarisch, 2004; EFSA, 2011a). 
Respecto al vino, existe cierta controversia acerca de si la histamina es la causa de los casos de 
efectos tóxicos que se producen por su ingesta. En este sentido, utilizando vinos con alta y baja 
concentración de histamina, se demuestra que no existe una correlación entre el contenido de 
dicha amina y la tolerancia de los humanos al vino. Además, parece que la presencia de otros 
compuestos en el vino, como el acetaldehído, podría explicar el hecho de que haya algunas 
personas que sean intolerantes a esta bebida, ya que estos podrían provocar la liberación de 
histamina endógena de los mastocitos e inhibir la enzima DAO, aumentando la concentración de 
histamina en los tejidos (Zimatkin & Anichtchik, 1999). 
1.4.2. Tiramina 
En cuanto a la tiramina, esta puede causar una intoxicación conocida como “reacción al queso”, 
con síntomas similares a la intoxicación por histamina (ten Brink et al., 1990). Los efectos 
farmacológicos debidos al consumo de tiramina son diversos; entre ellos, se encuentran el 
incremento del gasto cardiaco, lagrimeo, salivación, incremento de la respiración, aumento de 
los niveles de azúcar en sangre, liberación de noradrenalina en el sistema nervioso simpático 
(acción vasoconstrictora) y migraña (Shabaly, 1996). En general, los estudios centrados en 
determinar los niveles de concentración tóxica en humanos obtuvieron datos muy dispares, lo 
que pone de manifiesto la dificultad para la regulación legislativa de esta amina. Según Askar & 
Treptow (1986), una dosis de tiramina de 10-80 mg puede causar inflamación tóxica, y más de 
100 mg pueden causar migrañas. Sin embargo, Nout (1994) propuso que el nivel máximo 
permisible de tiramina en alimentos se situase en el rango de 100-800 mg/kg. Aunque tras unos 
ensayos en ratas, Til et al. (1997) establecieron que el nivel de tiramina sin efectos adversos 
observables (NOAEL) es 2000 ppm, un informe posterior de la autoridad europea de seguridad 
alimentaria concluyó que aún no existe información suficiente para establecer el NOAEL en 
humanos. De esta forma, no se observan efectos adversos por concentraciones de 600 mg en 
individuos sanos. Sin embargo, los niveles totales de tiramina deben reducirse en pacientes que 
toman inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO), ya que en cantidades mayores a 6 mg de 
tiramina (si se trata de inhibidores de MAO de primera generación) o 50 mg (en el caso de 
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inhibidores de MAO de tercera generación), pueden provocar efectos toxicológicos (EFSA, 
2011a). Recientemente, Linares et al. (2016) observaron en un ensayo in vitro sobre células 
epiteliales del intestino humano que la citotoxicidad de la tiramina era mayor que la de la 
histamina. De esta forma, la tiramina provoca necrosis celular, mientras que la histamina induce 
la apoptosis. 
1.4.3. Otras aminas biógenas 
En general, la putrescina y la cadaverina tienen menos efectos adversos que la histamina o la 
tiramina. De esta forma, la putrescina y la cadaverina pueden causar hipotensión, bradicardia, 
trismo y paresia de las extremidades (Shabaly, 1996). Estas aminas, junto a la espermidina y la 
espermina, favorecen la absorción intestinal de otras aminas (histamina y tiramina) y 
disminuyen el catabolismo de estas, y como consecuencia, potencian su toxicidad (Bardócz, 
1995). Como en el caso de la tiramina, Til et al. (1997) establecieron un NOAEL para la 
putrescina y la cadaverina de 2000 ppm; mientras que para la espermidina y la espermina, estos 
fueron de 1000 ppm y 200 ppm, respectivamente. 
En cuanto a la feniletilamina y la triptamina, la información sobre los efectos toxicológicos es 
más escasa (EFSA, 2011a). Estas aminas, al igual que la tiramina, son vasoconstrictoras y 
provocan un aumento de la presión sanguínea (Shabaly, 1996; Önal, 2007). En concreto, la 
feniletilamina es un compuesto volátil que, en cantidades de 3 mg, puede causar migraña 
(Shabaly, 1996; Ancín-Azpilicueta et al., 2008). La excesiva concentración de feniletilamina en 
ciertos alimentos, como el chocolate, puede causar trastornos físicos y cefálicos (Ancín-
Azpilicueta et al., 2008). 
1.4.4. Nitrosaminas 
Por otra parte, algunas aminas biógenas, como la agmatina, la espermidina, la espermina o la 
dimetilamina, pueden reaccionar con ácido nitroso y sus sales formando nitrosaminas, las cuales 
son moléculas con actividad carcinogénica, mutagénica y teratogénica (EFSA, 2003; Paula 
Santos et al., 2014). De este modo, estos compuestos pueden afectar al metabolismo 
mitocondrial, interrumpiendo el equilibrio entre especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
antioxidantes y provocando estrés oxidativo y daño en el ADN (Paula Santos et al., 2014). Las 
nitrosaminas pueden formarse durante el almacenamiento, la conservación y el cocinado de los 
alimentos (Silla Santos, 1996). Aunque en vinos apenas hay nitritos (Ough & Crowell, 1980), 
estos compuestos pueden llegar al intestino a través de otros alimentos, y pueden reaccionar con 
las aminas presentes en el vino mediante una reacción catalizada por enzimas de la flora 
intestinal (Allison & McFarlane, 1989). 
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1.5. Metabolismo y detoxificación de las Aminas Biógenas 
Las primeras observaciones sobre la interacción entre el consumo de alimentos con altas 
concentraciones de aminas y el consumo de fármacos las llevó a cabo un farmacéutico llamado 
Rowe en 1963. De este modo, observó la reacción que presentaba su esposa, que tomaba el 
antidepresivo “Parstelin”, combinación de tranilcipromina (inhibidor de la MAO) y 
trifluoperazina, tras consumir queso. Así, describió dos ataques graves en una carta que envió al 
doctor Blackwell, investigador que estaba evaluando los efectos de la tranilcipromina: 
«Quizás le interesen algunos detalles sobre dos graves ataques, similares a aquellos que ha 
descrito anteriormente, que mi mujer experimentó recientemente durante el tratamiento con 
“Parstelin”. Como soy farmacéutico, tengo un especial interés en el tratamiento. 
Primera crisis: después de tomarse una tostada con queso, la cara se le ruborizó a los pocos 
minutos, sintiéndose muy enferma. El corazón y la cabeza le latían violentamente y el sudor le 
caía por el cuello. Vomitó varias veces y su estado parecía tan grave que corrí a la calle a 
buscar a su médico de cabecera. El médico le diagnosticó palpitaciones y recomendó llamarlo 
si los síntomas no mejoraban en una hora. Finalmente, la gravedad disminuyó y pasadas tres 
horas, estaba normal, sin más síntomas que una cefalea intensa, pero no de tipo punzante. Ella 
describió la primera fase de la crisis como si la cabeza le fuera a estallar. 
Segunda crisis: Una semana más tarde, de nuevo tras comerse una tostada con queso. Este 
episodio fue más grave, los vómitos y el dolor de cabeza punzante duraron más allá de las 
primeras horas de la mañana, e incluso a las 10 de la mañana del día siguiente seguía enferma. 
Los síntomas disminuyeron en unas 24 horas. 
¿Podría haber algún vínculo entre los efectos y los aminoácidos del queso? No hay efectos 
causados por la mantequilla o la leche. Aunque el tratamiento con “Parstelin” ha continuado, 
no se han producido más episodios. Si el queso es realmente el factor, tal vez podría explicar la 
naturaleza esporádica de la incidencia del efecto secundario. Espero que mis comentarios sean 
de alguna utilidad para sus investigaciones.» (Blackwell et al., 1967). 
El tracto intestinal de los mamíferos posee un sistema de detoxificación bastante eficiente, que 
es capaz de metabolizar la ingesta diaria de aminas biógenas (ten Brink et al., 1990). En 
condiciones normales, las aminas exógenas absorbidas por los enterocitos desde los alimentos 
son rápidamente detoxificadas por la acción de amino oxidasas o por conjugación. Las enzimas 
monoamino oxidasa (MAO) y diamino oxidasa (DAO) juegan un papel importante en el 
proceso de detoxificación. Además, la histamina también puede ser detoxificada por metilación, 
mediante histamina N-metiltransferasa (HMT), o por acetilación (Spano et al., 2010). Estas 
enzimas son inducibles en presencia de monoaminas o poliaminas (Silla Santos, 1996). Por lo 
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tanto, la intolerancia de ciertos individuos a las aminas biógenas parece estar relacionada con la 
reducción de la actividad de estas enzimas en el tracto gastrointestinal. Algunas personas 
pueden tener deficiencias del mecanismo de detoxificación de aminas biógenas debido a razones 
genéticas, enfermedades gástricas o por la ingesta de fármacos. De esta forma, una actividad 
insuficiente de la DAO afectaría a la metabolización eficiente de las aminas biógenas, incluso 
en bajas concentraciones (Önal, 2007). Se ha observado que una concentración elevada de 
histamina, junto a una disminución de la actividad de DAO, están relacionadas con 
enfermedades inflamatorias y neoplásicas, como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la 
enteropatía alérgica, la alergia alimentaria y los neoplasmas colorrectales (Maintz & Novak, 
2007). Los pacientes que usan antidepresivos que inhiben la MAO son más susceptibles a una 
intoxicación por histamina (Naila et al., 2010; Spano et al., 2010; Önal, 2007) o a padecer una 
crisis hipertensiva, debido a la acumulación de tiramina en la sangre (Ancín- Azpilicueta et al., 
2008). Además de los antidepresivos, existen otros fármacos, como los analgésicos, agentes 
antimaláricos, diuréticos, antibióticos, mucolíticos y citostáticos, entre otros, que también 
pueden inhibir las enzimas que metabolizan la histamina (Stratton et al., 1991; Maintz & Novak, 
2007; Gillman, 2011). Por otro lado, el consumo de bebidas alcohólicas también provoca el 
incremento de la sensibilidad hacia las aminas biógenas (ten Brink et al., 1990). Así, el etanol 
(Ancín-Azpilicueta, 2008) y el acetaldehído (Cardona-Gálvez & Gonzáles-Domínguez, 2005) 
afectan a la función de estas enzimas. 
Como se ha visto en el apartado anterior, los efectos de la histamina y la tiramina pueden verse 
potenciados por el consumo de otros compuestos, incluyendo otras aminas biógenas como la 
putrescina y la cadaverina, que tienen una menor actividad farmacológica que la histamina o la 
tiramina, pero pueden interaccionar con las enzimas amino oxidasas, obstaculizando la actividad 
de estas (ten Brink et al., 1990; Stratton et al., 1991). De este modo, el sistema de 
detoxitificación puede verse afectado por las altas concentraciones de ciertas aminas biógenas 
que se encuentran en alimentos en mal estado o fermentados. 
En ensayos con animales, se ha demostrado que la toxicidad de la histamina se incrementa en un 
factor de 10 cuando se administra 40 minutos después de la ingestión de putrescina y cadaverina 
(Ancín-Azpilicueta et al., 2008). Otras aminas que también pueden actuar como potenciadores 
son la tiramina, la triptamina, la feniletilamina, la espermina, la espermidina y la trimetilamina 
(Stratton et al., 1991; Cardona-Gálvez & Gonzáles-Domínguez, 2005). En concreto, la tiramina 
actúa sobre la MAO y la triptamina inhibe la DAO, mientras que la feniletilamina actúa 
inhibiendo la DAO y la HMT (Stratton et al., 1991). En la Figura 2, se muestra la diferencia 
entre la actuación de las enzimas MAO y DAO en condiciones normales, en las que se terminan 
liberando al torrente sanguíneo productos oxidados inocuos para la salud, y en condiciones en 
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Figura 2. Absorción de aminas biógenas a través del intestino en condiciones normales y 
en ausencia de actividad enzimática (Ancín-Azpilicueta et al., 2008). 
 
Existen pocos estudios rigurosos sobre los niveles de la actividad DAO gastrointestinal en 
individuos tolerantes y no tolerantes, o sobre las diferencias que pudieran existir entre los sexos, 
personas de diferentes edades o incluso personas con diferentes condiciones físicas. No 
obstante, sí se han identificado los polimorfismos genéticos o diferencias de la actividad DAO 
entre los individuos tolerantes y los intolerantes (Schewelberger et al., 2003, Petersen et al., 
2003). 
1.6. Legislación establecida para las Aminas Biógenas en alimentos 
Los límites tóxicos de aminas biógenas no se han establecido aún, ya que dependen del tipo de 
amina, de los alimentos que se ingieran simultáneamente y de la eficiencia del mecanismo de 
detoxificación de los distintos individuos. En la actualidad, los niveles de histamina están 
regulados en EE.UU. y en Europa solo para ciertos productos de la pesca, pero no para el vino, 
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límite máximo de histamina una concentración de 50 mg/kg para productos de pesca, mientras 
que en la Comunidad Europea, este límite está en 100 mg/Kg (Erim, 2013). 
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha publicado una opinión científica 
donde se remarca el riesgo asociado con el incremento de aminas biógenas en los productos 
fermentados. El documento concluye resaltando la importancia de controlar estos compuestos 
en los alimentos, así como la necesidad de optimizar y validar los métodos analíticos para 
diferentes tipos de matrices (EFSA, 2011a). 
En este contexto, aunque no se han establecido límites legales para las aminas biógenas, algunos 
países han propuesto ciertas recomendaciones para los contenidos máximos de histamina, ya 
que es la amina biógena que provoca el mayor número de casos de intoxicación. Entre estos 
países, se encuentran Alemania, con 2 mg/L; Bélgica, de 5 a 6 mg/L; y Francia, con 8 mg/L 
(Bauza et al., 1995; Landete et al., 2005). Por otra parte, Suiza desarrolló un límite legal que no 
aceptaba vinos con una concentración de histamina mayor de 10 mg/L. No obstante, dicho 
límite se eliminó en 2008, al ajustarse a la normativa actual de la Unión Europea (Konakovsky, 
2011). La Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV) ha publicado, en el compendio 
de los métodos internacionales de análisis de vinos y mostos, dos métodos cromatográficos para 
determinar aminas biógenas, a fin de normalizar los métodos de análisis, contribuyendo así a 
facilitar el comercio internacional (OIV, 2017). Respecto a la cerveza, el Nutritional codex de 
la República Eslovaca recomendó un límite máximo tolerable para la histamina de 20 mg/kg 
(Karovicova & Kohajdova, 2005). 
1.7. Técnicas analíticas para la determinación de Aminas Biógenas 
Recientemente, la detección rápida y precisa de bacterias productoras de aminas biógenas en 
alimentos ha mejorado gracias al empleo de métodos moleculares fiables y rápidos, no 
dependientes de cultivo, usando principalmente la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
De hecho, ha sido posible identificar y cuantificar las bacterias del ácido láctico productoras de 
aminas en una muestra utilizando varios genes diana. Así, varios autores han afirmado la 
existencia de una relación entre la presencia del gen que codifica la descarboxilasa y la 
capacidad de sintetizar aminas biógenas (Fernández et al., 2004; Landete et al., 2005; Lucas et 
al., 2005; Spano et al., 2010). 
Centrándonos en los métodos para la identificación y cuantificación de aminas biógenas y 
aminoácidos en alimentos, se han empleado varias técnicas analíticas, tales como cromatografía 
líquida de alta eficacia (HPLC), cromatografía líquida de alta resolución (UPLC), cromatografía 
de gases (GC), cromatografía de capa fina (TLC), cromatografía líquida de pares de iones 
(IPLC), electroforesis capilar (CE), sensores y ELISA, entre otros. (Ordóñez et al., 2016; 
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Sentellas et al., 2016). De todas ellas, la técnica analítica más empleada es la cromatografía 
líquida usando columnas de fase reversa C18, ya que requiere menos tiempo que otras técnicas 
y la instrumentación es habitual en el equipamiento de los laboratorios (Peña-Gallego et al., 
2012; Hernández-Orte et al., 2003). La detección directa de estos compuestos por HPLC 
produce interferencias de matriz y además, no tienen buenas propiedades de absorción en el 
rango de ondas de luz visible, ultravioleta o fluorescencia (Callejón et al., 2008; Peña-Gallego et 
al., 2009). Por estas razones, la determinación de estos compuestos requiere una derivatización 
química para mejorar la sensibilidad y la separación, así como para evitar las interferencias de la 
matriz (Gómez-Alonso et al., 2007; García-Villar et al., 2009; Callejón et al., 2010; Peña-
Gallego et al., 2012). En el caso de la detección por espectrometría de masas, la derivatización 
no es estrictamente necesaria y se pueden desarrollar métodos de detección directa. Sin 
embargo, la derivación permite reducir la polaridad de las aminas biógenas, mejorando así la 
separación por las columnas C18 y la sensibilidad en el detector de masas (Erim, 2013).  
Los reactivos derivatizantes más utilizados son: Cloruro de dansilo (DnsCl), Cloruro de dabsilo 
(DbsCl), Cloruro de benzoilo (BCl), ortoftaldehído (OPA), 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) o etoximetilenmalonato de dietilo (DEEMM), entre otros 
(Callejón et al., 2010; Peña-Gallego et al., 2012).  
En la bibliografía se encuentran varios métodos que pueden determinar aminoácidos y aminas 
biógenas de forma simultánea, usando como reactivo OPA (Kelly et al., 2010; Hu et al., 2014), 
DnsCl (Mazzucco et al., 2010; Jia et al., 2011; Guo et al., 2015; Tuberoso et al., 2015) o 
DEEMM (Martínez-Pinilla et al., 2013; Wang et al., 2014). Especialmente, el método propuesto 
por Gómez-Alonso et al. (2007), que usa como reactivo DEEMM, se ha usado y adaptado para 
diferentes matrices: vino, cerveza, queso, vinagre… (Martínez-Pinilla et al., 2013; Wang et al., 
2014; Redruello et al., 2013; Chinnici et al, 2016). Este reactivo presenta diversas ventajas, ya 
que puede reaccionar con aminas primarias y secundarias, los derivados aminoenona formados 
tienen una buena estabilidad, es un reactivo sencillo de usar y no quedan subproductos tras la 
reacción derivatización (Redruello et al., 2013). 
Por el contrario, si el interés de la investigación se centra principalmente en la determinación de 
las aminas biógenas, la presencia de aminoácidos puede afectar a dicha determinación. Las 
concentraciones de aminoácidos son uno o dos órdenes de magnitud mayores, y por tanto, 
consumen un porcentaje significativo del reactivo derivatizante. Una opción es aumentar la 
concentración de reactivo, aunque no es recomendable, debido a las interferencias que produce 
el exceso y al aumento de productos de degradación. Otra alternativa es el uso de métodos de 
extracción, que permiten la concentración de los analitos y la limpieza de las muestras, 
mejorando la sensibilidad y evitando interferencias (Hernández-Cassou & Saurina, 2011). En 
  Introducción 
- 24 - 
 
este caso, se han usado distintos tipos de extracción: extracción líquida-líquida (LLE), 
extracción líquida-líquida asistida por sales (SALLE), extracción en fase sólida (SPE) o 
microextracción en fase sólida (SPME), entre otras (García-Villar et al., 2009; Mazzucco et al., 
2010; Basheer et al., 2011 Ramos et al., 2014). 
En el capítulo 1 de la presente memoria se encuentra una revisión pormenorizada y actualizada 
de las técnicas analíticas empleadas para la determinación de aminas biógenas en bebidas 
fermentadas desde 2010, resultados ya publicados en la revista Analytica Chimica Acta 
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2. Compuestos con actividad beneficiosa. Los Compuestos Fenólicos 
2.1. Definición y aspectos generales 
Los compuestos fenólicos son un amplio grupo de compuestos orgánicos naturales con la 
característica estructural principal de que contienen, al menos, un grupo funcional fenol. Estos 
conforman un grupo heterogéneo, en el que se han descrito más de 8000 distintos, 
encontrándose en formas libres (minoría), esterificadas o unidos en formas insolubles. Estos 
últimos suelen estar unidos por enlaces covalentes a compuestos de la pared celular, tales como 
pectina, celulosa, arabinoxilano y proteínas estructurales. Del mismo modo, los compuestos 
fenólicos insolubles están presentes en un porcentaje muy variable en muestras de frutas y 
verduras, con un 24% de media del total de compuestos fenólicos (Acosta-Estrada, et al., 2014). 
Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios que se encuentran en hojas, frutos, 
semillas, tallos, etc. En las plantas, el metabolismo secundario tiene un amplio número de 
funciones, tales como atrayente para polinizadores y animales dispersores de semillas, 
protección contra herbívoros, infecciones microbianas, agentes alelopáticos y radiación UV, así 
como las moléculas señal en la formación de nódulos fijadores de nitrógeno en las leguminosas 
(Rodríguez-Mateos et al., 2014).  
En general, existe una gran cantidad de estudios que han evaluado la capacidad de los 
compuestos fenólicos como agentes protectores contra varias enfermedades, como 
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas o cáncer, relacionándolos 
principalmente con la capacidad de proteger contra daños oxidativos (Del Rio et al., 2013; 
Rodríguez-Mateos et al., 2014). Además, en los últimos años, se ha visto que estos compuestos 
también pueden proteger frente a la disminución cognitiva relacionada con la edad, así como las 
enfermedades neurodegenerativas (Vauzour, 2012). En la Figura 3, se observan de forma 
esquemática los efectos de los compuestos fenólicos sobre la salud. 
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Figura 3. Esquema de los efectos beneficiosos de los compuestos fenólicos. 
Por todo ello, existe una evidencia científica relativa a los efectos beneficiosos del consumo de 
compuestos fenólicos sobre la salud. Sin embargo, en la actualidad no se han establecido 
protocolos estandarizados, así como el número de estudios necesarios para la evaluación de 
estos compuestos bioactivos, por lo que las declaraciones sobre las propiedades saludables de la 
ingesta de estos compuestos son limitadas. En la Unión Europea, la EFSA es el organismo 
encargado de autorizar las declaraciones saludables en los alimentos, junto con los compuestos 
con actividad beneficiosa. De esta forma, la EFSA realiza la evaluación de la evidencia 
científica que soporta las declaraciones, basándose en  mecanismos biológicos plausibles que 
expliquen  los efectos saludables y establezcan claramente la relación causa-efecto para poder 
obtener una evaluación positiva. Además, es necesario que estos efectos se obtengan cuando el 
alimento que exhibe una declaración sea consumido con un patrón de dieta equilibrada. Por lo 
tanto, es necesario que los estudios obtengan resultados aceptables y demuestren la plausibilidad 
biológica de un compuesto bioactivo de forma consistente. Además, se requieren datos de 
estudios en humanos que aborden la relación entre el consumo del alimento y el efecto, así 
como que se evalúe un número representativo de la población diana, mientras que los datos en 
animales o in vitro serán incluidos como evidencias de apoyo (EFSA, 2011b). En la actualidad, 
sólo se han autorizado dos declaraciones de salud relacionadas con la acción de los compuestos 
fenólicos. Una de ellas está relacionada con los fenoles del aceite de oliva virgen, 
principalmente referidas el hidroxitirosol y sus derivados (5mg en 20g de aceite), los cuales 
contribuyen a la protección del LDL frente al estrés oxidativo (EFSA, 2011b). La otra 
declaración de salud autorizada está relacionada con el consumo de 200 mg al día de los 
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flavanoles presentes en el cacao, los cuales ayudan a mantener la elasticidad del endotelio que 
contribuye al flujo normal de la sangre (EFSA, 2012). 
2.2. Clasificación y fuentes dietéticas 
Los compuestos fenólicos se clasifican atendiendo a su naturaleza química y en función del 
número de anillos fenólicos, la localización de los sustituyentes y las esterificaciones con 
azúcares y/o ácidos orgánicos (Strack & Wray, 1989). De esta forma, estos compuestos se 
pueden dividir en dos grandes grupos, compuestos fenólicos no flavonoides y compuestos 
fenólicos flavonoides. 
2.2.1. Compuestos fenólicos no flavonoides 
Los compuestos no flavonoides son un grupo muy heterogéneo, que incluye desde moléculas 
sencillas, como los fenoles simples y los ácidos fenólicos, hasta estructuras más complejas, 
como los taninos hidrolizables. Según sus características estructurales, los compuestos no 
flavonoides se pueden agrupar en fenoles simples, ácidos fenólicos, alcoholes fenólicos, 
estilbenos, lignanos y taninos hidrolizables (Bravo, 1998; Scalbert & Williamson, 2000). 
En esta memoria nos centraremos en los grupos que han sido determinados: fenoles simples y 
ácidos fenólicos. 
2.2.1.1.  Fenoles simples 
Este grupo está formado por compuestos con 
una estructura fenólica muy sencilla, 
conteniendo un solo anillo aromático (C6) 
(Figura 4). Los compuestos que forman parte 
de este grupo son el fenol, el cresol, el timol y 
el resorcinol (Tabla 3). Estos compuestos se 
han identificado en diferentes vegetales, como 
el tomate, el espárrago, el tomillo, el trigo, la 








 Fenoles simples R1 R2 R3 R4 
 Fenol OH H H H 
 m-cresol OH H CH3 H 
 Timol OH H CH3 C3H6 
 Resorcinol OH H OH H 
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2.2.1.2. Ácidos fenólicos  
 
 
 Los ácidos fenólicos están formados por un 
anillo fenólico con un sustituyente de 1 a 3 
carbonos. Así, se diferencian los ácidos 
hidroxibenzoícos (C6-C1), los ácidos 
fenilacéticos (C6‐C2) y los ácidos 
fenilpropiónicos o ácidos hidroxicinámicos 
(C6‐C3) (Figuras 5-6). Los ácidos fenólicos 
se encuentran en gran cantidad de alimentos 
con una concentración muy variable. Así, los 
ácidos hidroxibenzoícos se encuentran 
principalmente en especias, frutos secos, 
aceite o té negro; los ácidos fenilacéticos, en 
cerveza, vino tinto o aceitunas; y los ácidos 
hidroxicinámicos, en café, tomates y cerveza, 
entre otros (Tabla 3). 
Ác. hidroxibenzoicos R1 R2 R3 
Ác. gálico OH OH OH 
Ác. vanílico OCH3 OH H 
Ác. p-hidroxibenzoico H OH H 
Ác. siringico OCH3 OH OCH3 
Ác. protocatéquico H OH OH 






Ác. fenilacéticos R1 R2 R3  Ác. hidroxicinamicos R1 R2 
Ác. 3-hidroxifenilacético OH H H  Ác. ferúlico H OCH3 
Ác. 4-hidroxifenilacético H OH H  Ác. cafeico H OH 
Ác. homovanílico H OH OCH3  Ác. p-cumárico H H 
     Ác. clorogénico AQ. OH 
Figura 6. Estructura química de los ácidos fenilacéticos y los ácidos hidroxicinámicos. 
(AQ.: Esterificación con Ácido quínico). 
 
 
En la Tabla 3 se encuentran resumidas las principales clases de compuestos fenólicos no 
flavonoides, los compuestos más característicos y sus fuentes dietéticas. 
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2.2.2. Compuestos fenólicos flavonoides 
Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular (15 carbonos) con un esqueleto 
difenilpropano (C6-C3-C6), compuesto por tres anillos: A y B, anillos fenilo y C, anillo 
heterocíclico pirano (Figura 7). Los principales grupos de flavonoides son: flavonoles, 
flavonas, flavanoles, flavanonas, antocianidinas e isoflavonas. Además, en la naturaleza se 
encuentran otros grupos minoritarios, como los dihidroflavonoles, los flavan-3,4-dioles, las 
chalconas y las dihidrochalconas o auronas. 
Los flavonoides se encuentran en la naturaleza principalmente como glicósidos (glucosa, 
galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa), estando también presentes en menor cantidad en su 
forma libre (agliconas) o conjugada (esterificados, sulfatados, etc.). La clasificación de los 
flavonoides suele ser compleja, así que estos compuestos se clasifican según el estado de 
oxidación del anillo heterocíclico pirano, la posición del anillo fenilo B, el número y posición de 
los grupos funcionales y la unión a azúcares y ácidos orgánicos, entre otros. 
 
Figura 7. Estructura química general de los compuestos fenólicos flavonoides. 
En esta memoria, nos centraremos en los grupos que han sido determinados: flavanoles y 
flavanonas. 
2.2.2.1. Flavanoles 
La familia de los flavanoles o flavan-3-oles se caracteriza por tener el anillo pirano saturado y 
un grupo hidroxilo en el carbono C3 (Figura 8). Los compuestos de este grupo son los únicos 
flavonoides que no aparecen glicosilados en los alimentos, aunque sí suelen encontrarse 
esterificados, especialmente con el ácido gálico. Los flavanoles se encuentran en forma de 
monómeros, como catequinas o epicatequinas, o polímeros, como proantocianidinas o taninos 
condensados. Los monómeros suelen encontrarse en el té, el vino, el cacao y la fruta (Tabla 4). 
Los polímeros se consideran fenoles complejos, aumentando su insolubilidad con el grado de 
polimerización. Además, pueden formar complejos insolubles con carbohidratos y proteínas, 
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debido a que su estructura química está altamente hidroxilada. De esta forma, los taninos 
condensados son los responsables del amargor del chocolate y del carácter astringente de 




Flavanoles R1 R2 R3  Proantocianidinas R1 R2 R3 R4 
(+)-Catequina H OH H  Proantocianidina B1 OH H H OH 
(-)-Epicatequina OH H H  Proantocianidina B2 OH H OH H 
Galocatequina H OH OH  Proantocianidina B3 H OH H OH 
Epigalocatequina OH H OH  Proantocianidina B4 H OH OH H 
Epicatequina-3-galato OH H AG.       
Figura 8. Estructura química de los flavanoles (AG.: Esterificación con Ácido gálico). 
2.2.2.2. Flavanonas 
Las flavanonas tienen el anillo pirano saturado y un 
grupo cetona en el carbono C4 (Figura 9). Estos 
compuestos se encuentran principalmente en los 
cítricos, así como en los tomates y las hojas de 
menta (Tabla 4). Los compuestos más destacados 
son la narirutina y la hesperidina, las cuales son 
glicósidos de naringenina y hesperetina, 
respectivamente. Estos compuestos se localizan 
generalmente en las partes sólidas del fruto, 




 Flavanonas R1 R2 
 Naringenina H OH 
 Hesperetina OH OCH3 
 Eriodictiol OH OH 
 Figura 9. Estructura química de las 
flavanonas. 
 
En la Tabla 4, se encuentran resumidos las principales clases de compuestos fenólicos 
flavonoides, los compuestos más característicos y sus fuentes dietéticas. 
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2.3. Biodisponibilidad de los compuestos fenólicos 
2.3.1. Definición y aspectos generales 
El estudio de la biodisponibilidad de un compuesto engloba el análisis de su absorción, 
distribución, metabolismo y excreción en la matriz alimentaria en la que se encuentre (ADME) 
(Kay et al., 2016), resultando primordial para poder establecer su actividad biológica, así como 
sus potenciales efectos beneficiosos para la salud (Kroon et al., 2004). La bioactividad está 
definida como la capacidad de un compuesto de interactuar con una diana biológica y producir 
una respuesta. Así, la bioactividad depende del proceso ADME para que se produzca esta 
interacción, ya que es necesario que llegue al órgano diana englobando la absorción y las 
transformaciones en diversos metabolitos (Porrini & Riso, 2008; Fernández-García et al., 2009). 
Entre los factores que influyen en la absorción de un compuesto se puede resaltar la estructura 
química de este, ya que es el factor principal que determina su absorción (Scalbert et al., 2002). 
No obstante, existen otros factores de origen genético, ambiental y culinario que podrían afectar 
a su absorción y posterior metabolización en el organismo. 
La mayor parte de los compuestos fenólicos presentes en los alimentos no se encuentran libres 
en su forma nativa, sino unidos a grupos acilos, esteres, glicósidos o incluso unidos a otros 
compuestos fenólicos formando estructuras más complejas. Tras la ingesta de alimentos, aunque 
la actividad hidrolítica de la saliva puede modificar los compuestos fenólicos en su forma nativa 
conjugada en la cavidad oral, la mayoría de ellos son estables en las condiciones hidrolíticas que 
actúan tanto a nivel oral como estomacal, alcanzando el intestino delgado en su forma acilada, 
esterificada, glicosilada o incluso polimerizada (Rodríguez-Mateos et al., 2014). 
En el intestino delgado, el tamaño de las partículas de los alimentos se reduce, mejorando la 
liberación de los compuestos fenólicos al lumen intestinal y permitiendo su modificación por la 
acción de enzimas digestivas (Scalbert et al., 2002). En general, los compuestos fenólicos 
acilados pueden ser absorbidos sin hidrólisis previa a través de los transportadores de 
monocarboxilato (MCT) (Konishi et al., 2006; Lafay & Gil-Izquierdo, 2008). Del mismo modo, 
Novotny et al. (2012) observó que la vida media en plasma de las antocianinas aciladas era 
menor que la de las no aciladas, mostrando que su absorción tiene lugar en la primera etapa del 
tracto intestinal. 
Los compuestos fenólicos glicosilados pueden sufrir la escisión del azúcar en el lumen, 
generalmente mediada por la acción de la lactasa-floricina hidrolasa (LPH), enzima que se 
encuentra en el borde en cepillo formado por las microvellosidades de las células epiteliales. En 
particular, la enzima LPH presenta una alta especificidad para los flavonoides-O-β-D-
glucósidos, liberando las agliconas, que pueden entrar en las células epiteliales por difusión 
pasiva, debido a que aumenta su capacidad lipofílica (Day et al., 2000). Además, se ha descrito 
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que la β-glucosidasa citosólica (CBG) también puede actuar fragmentando el grupo glicósido de 
los compuestos fenólicos. Para la absorción en el enterocito de los compuestos fenólicos, se 
necesita el transporte activo hacia el interior de este, el cual posiblemente esté mediado por el 
transportador dependiente de glucosa, SGLT-1 (Gee et al., 2000). Del mismo modo, las 
proteínas facilitadoras del transporte de glucosa 2 (GLUT2) parecen intervenir en la absorción 
de compuestos fenólicos, concretamente de las antocianinas, en el intestino delgado (Faria et al., 
2009). 
Por otro lado, la presencia de enzimas esterasas en el intestino delgado, tanto luminales como en 
células de la mucosa intestinal, permite la hidrólisis de los compuestos esterificados, por lo que 
pueden liberarse algunos ácidos hidroxicinámicos para su posterior absorción intestinal 
(Andreasen et al., 2001). 
La absorción también está directamente relacionada con el peso molecular y el grado de 
polimerización. De esta forma, los monómeros e incluso dímeros de flavanoles, aunque en 
limitada proporción, pueden absorberse en el intestino delgado, mientras que los polímeros más 
grandes, como las proantocianidinas, no pueden atravesar la barrera intestinal (Ou & Gu, 2013). 
Los compuestos fenólicos que se absorben en el intestino delgado sufren una extensa 
transformación por la acción del metabolismo enzimático de fase II. Estas enzimas llevan a cabo 
reacciones de conjugación sobre las agliconas con el ácido glucurónico, catalizado por las UDP-
glucuronosiltransferasas (UGT) endoplasmáticas; con grupos sulfato, catalizados por las 
sulfotransferasas (SULT) citosólicas; o grupos metilo, catalizados por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Del Rio et al., 2013). Por lo tanto, el metabolismo catalizado por las 
enzimas de la fase II conduce a derivados glucuronidados, sulfatados, metilados o incluso 
combinaciones de estos, como derivados diglucurónidos, disulfatados, metilsulfatados, 
metilglucurónidos y sulfoglucurónidos, que se llevan a cabo principalmente en los enterocitos 
del intestino delgado y en el hígado y son posteriormente eliminados por excreción renal. Parece 
que existe la posibilidad de que los metabolitos de fase II vuelvan al intestino delgado a través 
de la bilis por de la recirculación enterohepática (Actis-Goretta et al., 2013; Crozier, 2013). 
Alternativamente, los metabolitos de fase II también pueden volver de nuevo al lumen desde el 
intestino delgado por mediación de la familia de proteínas transportadoras de membrana 
dependientes de ATP (ABC) (van de Wetering et al., 2009; Manzano & Williamson, 2010). En 
general, los metabolitos conjugados en el enterocito pasan al torrente sanguíneo, donde serán 
distribuidos por los tejidos y finalmente, eliminados en la orina. 
Los estudios de biodisponibilidad de los compuestos fenólicos han demostrado que algunos de 
estos compuestos son absorbidos y metabolizados en gran proporción en el intestino. Un claro 
ejemplo es el ácido gálico, que se absorbe en torno a un 40 % tras su ingesta (Manach et al., 
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2005). Sin embargo, en investigaciones realizadas con voluntarios con ileostomía, se ha 
demostrado que muy pocas estructuras fenólicas pueden absorberse en el intestino delgado, por 
lo que la mayoría de estos compuestos, en torno a un 90 %, pasan de forma inalterada al colon 
(Dufour et al., 2018). Así, la mayoría de los compuestos fenólicos presentan una baja o limitada 
biodisponibilidad a nivel del intestino delgado, como es el caso de las flavanonas o 
proantocianidinas, que alcanzan el intestino grueso, donde se transformarán por la acción de la 
microbiota intestinal (Jaganath et al., 2006; Stalmach et al., 2009, 2010; Borges et al., 2013; Erk 
et al., 2014). Las bacterias intestinales actúan hidrolizando los conjugados (glucósidos, 
glucurónidos, sulfatos, amidas, ésteres, polímeros y lactonas) y fraccionando el esqueleto de los 
compuestos fenólicos, así como la fisión de los anillos fenólicos, mediante reacciones de 
reducción, descarboxilación, desmetilación y deshidroxilación (Selma et al., 2009). Estas 
modificaciones estructurales transforman los compuestos fenólicos más complejos en formas 
químicas más sencillas de menor peso molecular, formando los llamados catabolitos, como los 
ácidos fenólicos, que pueden absorberse pasando alguno de ellos al metabolismo fase II (los 
colonocitos o el hígado) antes de ir a la recirculación sistémica. Los catabolitos se absorben y 
pasan a la circulación sistémica, siendo distribuidos a los tejidos y, finalmente, excretándose en 
la orina (Crozier et al., 2010). Por otro lado, parte del carbono de los glucósidos y del anillo A 
de los compuestos fenólicos puede metabolizarse como ácidos grasos de cadena corta, pasando 
al metabolismo energético del huésped (Czank et al., 2013). 
Adicionalmente, unos estudios recientes han demostrado que si se tienen en cuenta los 
metabolitos procedentes de la absorción en el intestino delgado (derivados glucurónidos, 
metilados y sulfatados) y los catabolitos formados a nivel del intestino grueso, los compuestos 
fenólicos son mucho más biodisponibles de lo que se pensaba hace unos años (Rodríguez-
Mateos et al., 2014; Pereira-Caro et al., 2014; Kay et al., 2017). Por lo tanto, durante los últimos 
años se está poniendo de manifiesto el papel tan importante de la microbiota intestinal en la 
biodisponibilidad de los compuestos fenólicos (Williamson & Clifford, 2017). En este sentido, 
el metabolismo de la microbiota intestinal modula los efectos sobre la salud de los compuestos 
fenólicos, ya que afecta a su biodisponibilidad y, por lo tanto, a su actividad biológica potencial 
(Ludwig et al., 2013). Además, se ha demostrado que las propiedades bioactivas de los 
metabolitos y catabolitos microbianos suelen ser diferentes a las de sus compuestos originales 
(Duda-Chodak et al., 2015). De esta forma, los catabolitos fenólicos son los compuestos 
principalmente implicados en los efectos beneficiosos, como la actividad antioxidante, 
antiinflamatoria, antihiperglicemica o neuroprotectora (Verzelloni et al., 2011; Masella et al., 
2012; Duda-Chodak et al., 2015). La dieta puede afectar a la composición de las poblaciones 
microbianas presentes en el intestino, y por lo tanto, afecta a la actividad metabólica de éstas 
(Selma et al., 2009; Duda-Chodak et al., 2015). En general, existe una gran variabilidad en la 
  Introducción 
- 36 - 
 
absorción de los compuestos fenólicos, la cual es el resultado de la interacción entre los 
alimentos consumidos, la microbiota intestinal y el huésped (Williamson & Clifford, 2017). 
2.3.2. Biodisponibilidad de flavanoles 
Hay una gran cantidad de estudios sobre la absorción y el metabolismo de los flavanoles en 
humanos. En general, se ha observado que en torno a un 30 % de los monómeros y ciertos 
dímeros de flavanoles se absorben en el intestino delgado por difusión pasiva (Manach et al., 
2005; Borges et al., 2010). Una vez absorbidos, son ampliamente metabolizados, sufriendo 
procesos de conjugación con grupos sulfatos, glucurónidos o metilados. Concretamente, tras el 
consumo de 500 ml de té verde con una concentración de 648 µmoles de flavanoles, se 
encontraron hasta 12 metabolitos en plasma en forma de conjugados O-metilados, sulfatados y 
glucurónidos de (epi)catequina y (epi)galocatequina, siendo el compuesto principal la 
(epi)galocatequina-O-glucurónido. La concentración plasmática máxima encontrada de éstos 
metabolitos se dio 2 horas tras su ingesta, lo cual indica que su absorción  en forma de agliconas 
tiene lugar principalmente en el intestino delgado, siendo posteriormente metabolizadas a sus 
formas conjugadas (Del Río et al., 2013). Además, se determinaron otros compuestos sin 
transformación, como (-) -epigalocatequina-3-O-galato y (-) -epicaquina-3-O-galato. Aunque la 
absorción directa de flavonoides no es muy común, el éster de galato presente en estos 
compuestos podría favorecer su absorción.  
Recientemente, Ottaviani et al. (2016) realizaron un seguimiento del consumo de 60 mg de (-)-
epicatequina [2-
14
C] marcada en 8 voluntarios, determinando que alrededor del 82 ± 5% del 
total ingerido era absorbido y extensamente metabolizado e identificando más de 20 metabolitos 
derivados en orina. Los principales metabolitos encontrados fueron la (-)-epicatequina-3’-O-
glucuronido, (-)-epicatequina-3’-O-sulfato, 3’-O-metil-(-)-epicatequina-5-sulfato y 3’-O-metil-(-
)-epicatecatequina-7-sulfato (Ottaviani et al., 2016). Del mismo modo, se observó que alrededor 
del 20% se absorbió en el intestino delgado, mientras que el resto pasó al colon, donde se 
transformó por la acción de la microbiota, produciendo un amplio abanico de catabolitos, como 
los derivados de γ-valerolactona y γ-hidroxivalerolactona y derivados del ácido hipúrico y 
ácidos fenólicos. 
Actis-Goretta et al. (2013) observaron que en torno al 44 % de los monómeros de flavanoles 
alcanzan el colon sin haber sido absorbidos ni metabolizados. Sin embargo en unos estudios 
realizados en voluntarios con ileostomía, esta cantidad aumentó a valores superiores al 100 % 
de los monómeros consumidos, siendo la mayoría derivados sulfatados y metil-sulfatados 
(Borges et al., 2013). Del mismo modo, el 22 % de los dímeros (procianidina B1 y B2) se 
recuperaron en el fluido ileal (Borges et al., 2013). Así, en el colon, la microbiota intestinal 
transforma tanto los monómeros como los dímeros de flavanoles en ácidos fenólicos, 
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fenilvalerolactonas y ácidos fenilvaléricos (Ottaviani et al., 2016; Borges et al., 2017). Varios 
estudios centrados en el metabolismo microbiano intestinal tras el consumo de té verde han 
identificado una gran cantidad de este grupo de metabolitos en la orina, así como conjugados de 
ácidos valérico y fenilvalérico, excretados entre 5 y 10 horas tras la ingesta. Los resultados 
mostraron una alta variabilidad en la relación absorción/excreción de los metabolitos de 
valerolactona entre los sujetos (Calani et al., 2012; van der Hooft et al., 2012). 
En la Figura 10, se puede observar una representación esquemática de los principales 
metabolitos y catabolitos excretados en orina en función del tiempo tras la ingesta de la (-) – 
epicatequina en humanos. 
 
Figura 10. Representación esquemática del metabolismo de la (-) - epicatequina en la orina 
en humanos en función del tiempo (modificación de Ottaviani et al., 2016). 
En general, los principales metabolitos de epicatequina absorbidos en el intestino delgado y 
derivados de las enzimas presentes en los enterocitos y hepatocitos encontrados en plasma y 
orina son (-)-epicatequina-3’-O-glucurónido, (-)-epicatequina-3’-O-sulfato, 3’-O-metil-(-)-
epicatequina-5-sulfato y 3’-O-metil-(-)-epicatecatequina-7-sulfato (Figura 11). Por el contrario, 
los catabolitos producto de la microbiota colónica se absorben en el intestino grueso y son 
transformados por las enzimas de los colonocitos y hepatocitos. Los compuestos principales 
encontrados en plasma son 5-(4’-hidroxifenil)-γ-valerolactona-3’-sulfato, 5-(4’-hidroxifenil)-γ-
valerolactona-3’-O-glucurónido, 5-(3’-hidroxifenil)-γ-valerolactona-4’-O-glucurónido, ácido 3-
3’-hidroxifenilpropionico, ácido hipúrico y ácido 3’-hidroxihipurico (Figura 12). 
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Figura 12. Rutas propuestas para el metabolismo por microbiota colónica de la (-) - 
epicatequina que pasa del intestino delgado al intestino grueso (flechas rojas) y posibles 
etapas catalizadas por enzimas de mamíferos en colonocitos y/o hepatocitos (flechas 
azules). Las flechas delgadas indican rutas menos importantes. Los nombres de metabolitos en 
los recuadros indican los principales productos se acumulan en el plasma después de la ingesta 
de (-) - epicatequina. Los asteriscos indican intermedios potenciales que no se acumulan en 
cantidades detectables (Borges et al., 2017). 
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Por otro lado, aunque varios estudios han observado que la procianidina B2 puede absorberse en 
el intestino delgado, la mayor proporción de este compuesto no se absorbe a nivel intestinal y 
pasa intacta al colon (>90%) (Urpi-Sarda et al., 2009; Del Río et al., 2013; Mena et al., 2014). 
Del mismo modo, se ha observado que las proantocianidinas oligoméricas y poliméricas no se 
degradan en las condiciones ácidas del estómago y no pueden absorberse a nivel del intestino 
delgado, por lo que pasan al intestino grueso sin ser alteradas (Del Río et al., 2013; Muñoz-
Gónzalez et al., 2013). Una vez en el colon, las proantocianidinas son catabolizadas por la 
microbiota colónica, formando diversos ácidos fenólicos y compuestos aromáticos. Según 
estudios in vitro, se ha observado que la escisión del enlace entre los flavanoles no es una ruta 
principal (menos del 10 %), apareciendo como productos dominantes una serie de ácidos 
fenólicos con uno o dos hidroxilos fenólicos y de uno a cinco carbonos alifáticos en la cadena 
lateral (Stoupi et al., 2010abc). Por lo tanto, después de la ingesta de alimentos ricos en 
flavanoles, se forman varios ácidos fenólicos derivados, como el ácido 3-hidroxifenilpropiónico, 
el ácido 3-hidroxifenilacético y el ácido 3-hidroxibenzoico, así como las fenil-γ-valerolactonas 
(Spencer, 2003; Stockley, et al., 2012, Urpi-Sarda, et al., 2009; Martin et al., 2017). 
En general, la (-)-epicatequina es altamente biodisponible, teniendo una tasa de 
absorción/excreción mayor que otros flavonoides, a excepción de las isoflavonas (Del Río et al., 
2013). Además, se ha observado que las valerolactonas pueden ser un biomarcador potencial 
para futuros estudios de biodisponibilidad de los flavanoles (Ottaviani et al., 2016). Por el 
contrario, los diversos efectos beneficiosos para la salud atribuidos al consumo de 
proantocianidinas parece que no están relacionados directamente con la acción de estos 
compuestos, ya que no son absorbidos, y sí con la acción de sus metabolitos derivados del colon 
(Mena et al., 2014). 
Adicionalmente, se ha observado que el metabolismo de los flavonoles, más concretamente, el 
perfil de metabolitos y catabolitos derivados de la epicatequina, era diferente en ratas, ratones y 
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2.3.3. Biodisponibilidad de flavanonas 
Las flavanonas son un grupo de flavonoides que se encuentran principalmente en las frutas del 
género Citrus (Abad-García et al., 2012). Las principales flavanonas en las naranjas son los 7-
O-rutinósidos de hesperetina y naringenina, que se forman junto con los niveles más bajos de 
otros glucósidos, tales como hesperetina-7-O-rutinósido-3'-O-glucósido, hesperetina-7-O-
glucósido, eriodictiol-7-O-rutinósido o 4'-O-metil-naringenina-7-O-rutinósido (Pereira-Caro et 
al., 2016). 
En estudios de biodisponibilidad sobre el consumo de bebidas ricas en flavanonas, se han 
observado mayores niveles de glucurónidos de hesperetina en plasma a las 4 horas tras la 
ingesta, lo cual sugería que la absorción de estos compuestos fenólicos tenía lugar en el colon 
(Borges et al., 2010; Urpi-Sarda et al., 2012). Sin embargo, en un estudio posterior llevado a 
cabo por Borges et al. (2013), se ha observado la presencia de metabolitos de hesperetina en la 
orina de voluntarios ileostomizados. De esta forma, se ha estimado que en torno a una tercera 
parte de la hesperetina se absorbe en el tracto gastrointestinal superior, mientras que dos tercios 
se absorben en el intestino grueso (Borges et al., 2013). 
En general, se ha observado que los derivados glucósidos de naringenina y hesperetina se 
absorben más rápidamente que sus homólogos rutinósidos (Nielsen et al., 2006; Bredsdorff et 
al., 2010). Así, las enzimas del intestino delgado (CBG y/o LPH) hidrolizan las flavanonas-O-
glucósidos de forma más eficiente que las flavanona-O-rutinósidos, donde la acción de las 
enzimas es más limitada y, por tanto, la mayoría continúan hacia el intestino grueso, donde 
serán transformadas por la microbiota colónica (Kay et al., 2017).  
Del mismo modo, Pereira-Caro et al., (2014) llevaron a cabo un estudio de biodisponibilidad de 
las flavanonas tras la ingesta de zumo de naranja, determinando la excreción urinaria de los 
metabolitos de hesperetina y narigenina, así como los ácidos fenólicos y aromáticos derivados. 
En este estudio, se determinó una absorción de en torno al 16 % de la ingesta de flavanona, 
siendo los principales metabolitos encontrados en orina los 3’-O- y 7-O-glucurónidos de 
hesperetina, hesperetina-3’-sulfato y los 4’-O- y 7-O-glucurónidos de naringenina. Del mismo 
modo, aunque la excreción de ocho catabolitos fenólicos aumentó significativamente tras la 
ingestión de zumo de naranja, el ácido 3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)hidracrílico se seleccionó 
como posible marcador del consumo de naranja. 
En la Figura 13, se puede observar una representación esquemática de los principales 
metabolitos y catabolitos de hesperetina y naringenina excretados en orina en función del 
tiempo tras la ingesta de zumo de naranja en humanos. Durante las primeras 5 horas, los 
metabolitos mayoritarios derivados de hesperetina fueron la hesperetina-3-O-glucurónido y 
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hesperetina-3-O-sulfato, mientras que naringenina-4-O-glucurónido y naringenina-7-O-sulfato 
fueron los principales derivados de la naringenina (Figura 13). Entre las 5 y 24 horas, se 
observan una gran cantidad de catabolitos derivados de la hesperetina, tales como ácido 
dihidroferulico-3’-sulfato, ácido dihidroferulico-3’-O-glucurónido, ácido 3-(3’-hidroxi-4’-
metoxifenil)hidracrílico, ácido dihidroferúlico y ácido 3,4-dihidroxifenilacético. El ácido 4-
hidroxifenilacético fue el principal catabolito derivado de la naringenina (Figura 13). Del 
mismo modo, varios catabolitos fueron derivados comunes de ambas flavanonas, como el ácido 




Figura 13. Representación esquemática del metabolismo de las flavanonas en la orina en 
humanos en función del tiempo. Recuadro azul: derivados de la hesperetina. Recuadro rojo: 
derivados de la naringenina. Recuadro verde: derivados de hesperetina o naringenina. 
 
En la Figura 14, se observa la ruta catabólica propuesta para la naringenina y el ácido ferúlico 
mediada por la acción de las enzimas presentes en el colon. Del mismo modo, la Figura 15 
muestra la ruta catabólica propuesta para la hesperetina por la acción de las bacterias presentes 
en el colon. 
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Figura 14. Rutas propuestas para el metabolismo colónico de la hesperetina liberada por 
la escisión de hesperetina-7-O-rutinósido tras el consumo de zumo de naranja. Los 
recuadros incluyen los compuestos principales en la orina después de la ingesta (24 horas). La 
flecha amarilla indica escisión de anillo. Las flechas rojas son conversiones mediadas por 
microbiota y las flechas azules indican pasos catalizados por enzimas de mamíferos. Los 
asteriscos indican productos intermedios potenciales que no se acumularon en cantidades 
detectables. Abreviatura: GlcUA, ácido glucurónico (Kay et al., 2017). 
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Figura 15. Rutas propuestas para el metabolismo de naringenina y ácido ferúlico liberado 
por escisión de naringenina-7-O-rutinósido y ácido ferúlico-4'-O-glucósido tras el  
consumo de zumo de naranja. Los recuadros incluyen los compuestos principales en la orina 
después de la ingesta (24 horas). La flecha amarilla indica escisión de anillo. Las flechas rojas 
son conversiones mediadas por microbiota y las flechas azules indican pasos catalizados por 
enzimas de mamíferos. Los asteriscos indican productos intermedios potenciales que no se 
acumularon en cantidades detectables. Abreviatura: GlcUA, ácido glucurónico (Kay et al., 
2017). 
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2.4. Técnicas analíticas para la determinación de Compuestos Fenólicos y Derivados 
En los últimos años, la cromatografía ha sido la técnica más utilizada para determinar 
compuestos fenólicos y derivados en muestras de orina; especialmente, la cromatografía líquida 
de alta eficacia (HPLC) y la cromatografía de gases (GC). Del mismo modo, el espectrómetro 
de masas (MS) ha sido el detector más usado, ya que proporciona información estructural 
específica y tiene una alta capacidad de detección (Pereira-Caro et al., 2016; Feliciano et al., 
2016). Estas técnicas permiten obtener un perfil completo de los compuestos fenólicos y 
derivados en muestras biológicas, ofreciendo una información valiosa sobre la biodisponibilidad 
de dichos compuestos (Rodríguez-Mateos et al., 2014). 
En la Tabla 5, se resumen algunos estudios centrados en la identificación y cuantificación de 
compuestos fenólicos y derivados en muestras biológicas; principalmente, en trabajos 
publicados a partir de 2010 y hasta la actualidad. Estos estudios pueden clasificarse en modelos 
in vitro y modelos in vivo, tanto en animales como en humanos.  
En los últimos años, numerosos estudios han empleado modelos de incubación fecal in vitro 
usando compuestos puros o alimentos y analizando los productos de la transformación de los 
compuestos fenólicos mediante técnicas cromatográficas. Estos estudios intentan dilucidar las 
posibles rutas catabólicas de los compuestos fenólicos mediadas por la microbiota e identificar 
sus potenciales productos intermedios. Así, por ejemplo, se han incubado distintos productos, 
como café o zumo de naranja, con muestras fecales, permitiendo establecer rutas potenciales de 
degradación de compuestos fenólicos (Ludwig et al., 2013; Pereira-Caro et al., 2015) (Tabla 5). 
En general, la mayoría de las investigaciones sobre biodisponibilidad se han realizado en 
modelos animales y/o en voluntarios tras el consumo de un solo producto. Estos estudios 
permiten el análisis de los metabolitos en muestras biológicas, siendo la orina el tipo de muestra 
más empleada, seguida de las muestras de plasma y heces (Tabla 5). Por un lado, la 
farmacocinética de los metabolitos en el plasma proporciona una información útil, aunque las 
estimaciones de valores como el área bajo la curva no son esencialmente datos cuantitativos y 
precisos sobre la absorción. De este modo, la excreción urinaria proporcionaría unos valores 
más realistas, teniendo en cuenta la posibilidad de secuestro en los tejidos, que parece 
producirse en niveles bajos (Del Rio et al., 2013). Por otro lado, el empleo de modelos animales 
permite la determinación de metabolitos en órganos diana, lo cual no es posible en estudios 
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Es interesante destacar que la cuantificación de los metabolitos es compleja, debido a que los 
estándares de referencia no suelen estar disponibles comercialmente y son muy complicados y 
costosos de sintetizar (Barron et al., 2012; Zhang et al., 2013b). De esta forma, la mayoría de los 
análisis son solo cualitativos o semicuantitativos, debido a varios factores, como la composición 
compleja de muestras biológicas, las posibles formas regioisoméricas y la baja ionización de 
algunos derivados que pueden obstaculizar la identificación y la cuantificación absoluta de estos 
metabolitos (Brindani et al., 2017). En numerosos estudios, las muestras se tratan con enzimas 
hidrolíticas, principalmente, glucuronidasas y sulfatasas; y las agliconas liberadas se cuantifican 
por LC usando detectores de absorbancia, fluorescencia o electroquímicos (Lee et al., 2002; 
Chow et al., 2005; Henning et al., 2005). Sin embargo, este tipo de análisis presenta numerosas 
desventajas, ya que la actividad y eficacia de las enzimas que se usan son muy variables y, sobre 
todo, subestima la biodisponibilidad de los compuestos fenólicos y no proporciona información 
sobre los metabolitos conjugados específicos (Donovan et al., 2006; Saha et al., 2012). 
Adicionalmente, aunque se han empleado enfoques semicuantitativos usando agliconas, la falta 
de estándares dificulta la calibración precisa y la cuantificación (Nagy et al., 2011). De este 
modo, en los últimos años, la síntesis química de estos compuestos y el uso de cromatografía 
acoplada a espectrometría de masas, sin la necesidad de usar la hidrólisis enzimática, ofrecen 
una gran ventaja para el desarrollo de los métodos analíticos para el estudio del metabolismo y 
la biodisponibilidad de compuestos fenólicos (Brindani et al., 2017). 
Por otro lado, otro factor a tener en cuenta durante el análisis de metabolitos en muestras 
biológicas es la preparación de la muestra previamente al análisis por cromatografía. En la 
mayoría de los estudios, las muestras biológicas de orina, plasma y heces se tratan para extraer y 
concentrar los analitos de interés y disminuir el efecto de la matriz, mejorando los límites de 
detección y evitando interferencias. Los métodos de extracción más empleados son la extracción 
líquida con solventes orgánicos, como metanol o acetonitrilo, y la extracción en fase sólida 
(SPE). Los cartuchos de SPE más usados son SDB-L para los métodos de GC y HLB para los 
métodos de HPLC (Tabla 5). Los cartuchos SDB-L están formados por un copolímero estireno-
divinilbenceno, proporcionando una selectividad a compuestos hidrofóbicos. Por otro lado, los 
cartuchos de HLB están formados por un sorbente equilibrado hidrofílico-lipofílico, en 
concreto, un copolímero divinilbenceno y N-vinilpirrolidona. Así, la N-vinilpirrolidona tiene la 
capacidad de retener los analitos polares, mientras que el divinilbenceno retiene los más 
hidrofóbicos (Savage et al., 2011). Se ha observado que los cartuchos HLB tienen una 
capacidad de recuperación superior al 85 % para una gran cantidad de metabolitos derivados de 
compuestos fenólicos (van der Hooft et al., 2012; Mosele et al., 2016; Feliciano et al., 2016). 
Por el contrario, estos cartuchos no tienen buena recuperación para los flavanoles, 
especialmente, las procianidinas (Muñoz-González et al., 2013, 2014). 
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En el caso de los métodos GC, es necesario un paso de derivatización para aumentar las 
propiedades volátiles de los compuestos fenólicos. Así, los reactivos de derivatización más 
usados son N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) o N-metil-N-(trimetilsilil) 
trifluoroacetamida (MSTFA) (Nolvachai & Marriott, 2013). En un estudio comparativo entre 
BSTFA con 1 % de trimetilclorosilano y MSTFA, se observó una mejor intensidad de señal 
para compuestos fenólicos y metabolitos con el segundo reactivo (Magiera et al., 2011). 
Además, los derivados de MSTFA son más estables en comparación con los derivados de 
BSTFA durante el almacenamiento (Chan et al., 2011). 
En general, el tiempo de análisis en los métodos de cromatografía líquida es inferior a media 
hora, mientras que en cromatografía de gases, está alrededor de los 50 minutos. Teniendo en 
cuenta la validación de métodos, se observa que en torno a la mitad de los trabajos evaluados en 
la Tabla 5 han sido validados. Así, gran parte de estos estudios no ofrecen información acerca 
de la sensibilidad, precisión o recuperación del método empleado, siendo estos unos parámetros 
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3. Validación de métodos analíticos 
La validación de un método analítico tiene como objetivo principal garantizar que la medida de 
los analitos durante un análisis se acerque lo suficiente al valor real presente en la muestra 
(Gónzalez & Herrador, 2007). De esta forma, la validación es necesaria para confirmar la 
idoneidad del método aplicado sobre un tipo de material específico, así como a un rango de 
concentración definida del analito (Tavernier et al., 2004). 
En general, antes de iniciar una validación, hay que definir el alcance del método, integrando 
tanto el sistema analítico como los requisitos analíticos. De esta forma, el sistema analítico 
comprende el propósito y el tipo de método, el tipo y el rango de concentración de los analitos, 
los tipos de matrices donde se aplica y un protocolo del método. Por otro lado, es necesario 
establecer los requisitos analíticos, donde se reflejarán los criterios mínimos de idoneidad y los 
diferentes criterios de funcionamiento del método. Los criterios establecidos formarán la base 
de la aceptabilidad final de los datos analíticos y del método validado (Green, 1996; Tavernier 
et al., 2004). 
Existen diversas guías elaboradas por diferentes organizaciones y autores que recogen las pautas 
o directrices del proceso de validación de un método analítico. Estas pautas pueden variar 
ligeramente entre las guías, aunque su finalidad es común. Las instituciones que han elaborado 
guías oficiales para la validación de métodos que constituyen una referencia son ICH 
(Internacional Conference for Harmonization), EURACHEM, IUPAC (Internacional Union of 
Pure and Apply Chemistry), FDA (Food and Drug Administration), LGC (Laboratory of the 
Government Chemistry), ISO (International Organization for Standardization), AOAC 
(Association of Analytical Communities) (ICH, 1995, 1996; EURACHEM, 1998, 2014; IUPAC 
1998, 2002; FDA 2001; LGC, 2003; ISO, 2005; AOAC, 2007) o el libro de validación de 
métodos elaborado por Huber (2010). 
El grado y la elección de los parámetros de validación a evaluar dependen de la aplicación 
previa del método analítico. Cuando un método se ha validado previamente de acuerdo con un 
protocolo internacional, el laboratorio no necesita realizar extensos estudios internos de 
validación. De esta forma, solo se debe verificar que puede lograr las mismas características de 
rendimiento que las delineadas en el estudio colaborativo. Del mismo modo, cuando se trata de 
un método completamente validado, pero aplicado a una nueva matriz, solo se requiere una 
validación limitada. Por el contrario, cuando se desarrollan nuevos métodos, sí es necesaria una 
validación más amplia (Tavernier et al., 2004). 
Por todo ello, el propósito de un método analítico es obtener un resultado cualitativo y/o 
cuantitativo con un nivel de incertidumbre aceptable. En la práctica, la validación del método se 
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realiza mediante la evaluación de una serie de parámetros, como linealidad o rango operativo, 
aplicabilidad, selectividad, sensibilidad [límite de detección (LDD) y límite de cuantificación 
(LDC)], precisión y recuperación, entre otros. 
3.1. Parámetros para la validación 
3.1.1. Selectividad y Especificidad 
La selectividad es la capacidad de un método analítico para diferenciar y cuantificar el analito 
en presencia de otros componentes en la muestra. Para la selectividad, es necesario analizar 
muestras sin el analito de interés (blanco) en la matriz biológica apropiada, realizando pruebas 
de interferencia y garantizando su selectividad en el límite inferior de la cuantificación. Del 
mismo modo, si el método está destinado a cuantificar más de un analito, debe probarse cada 
uno de ellos para garantizar que no hay interferencias (FDA, 2001). En general, varias 
instituciones consideran la selectividad y la especificidad como un mismo parámetro 
(EURACHEM, 1998; IUPAC, 2002; AOAC, 2007). Para las técnicas cromatográficas, la 
especificidad se puede evaluar comparando el tiempo de retención de estándares con los analitos 
en la matriz biológica o, en el caso de la espectrometría de masas, calculando el error de masa 
(diferencia entre la m/z prevista y la m/z observada). 
3.1.2. Linealidad 
La linealidad puede definirse como la capacidad de un método analítico, dentro de un intervalo 
específico, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentración del 
analito en la muestra (ICH, 1995). La linealidad se determina analizando un mínimo de 6 
medidas a distintas concentraciones de los estándares en un rango de concentración esperado y 
elaborando una curva de calibración para cada analito en la muestra (FDA, 2001). 
3.1.3. Sensibilidad: Límites de detección (LDD) y Límites de cuantificación (LDC) 
El límite de detección (LDD) es la mínima concentración o cantidad de analito presente en la 
muestra y que puede ser detectada, aunque no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones 
experimentales descritas. Por otra parte, el límite de cuantificación (LDC) se entiende como la 
mínima concentración o cantidad de analito en la muestra que es posible cuantificar (ICH, 
1995). Por lo tanto, el LDC es un valor cuantitativo, mientras que el LDD es un valor 
cualitativo. Existen diferentes procedimientos para calcular los LDD y LDC (ICH, 1996): 
1. Evaluación visual: Se utiliza en métodos de análisis no instrumentales sin una señal 
numérica. Los límites se pueden determinar a partir del análisis de muestras con 
concentraciones conocidas y decrecientes de analito, estableciéndose visualmente la mínima 
concentración detectable (LDD) o cuantificable (LDC). 
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2. Basados en la señal/ruido: La determinación de la señal ruido (señal residual con 
concentración cero del analito) se lleva a cabo comparando la medida de la señal de muestras 
con bajas concentraciones conocidas del analito con la medida de la señal del blanco. Así, el 
LDD será la concentración de analito que proporcione una señal tres veces superior al ruido de 
fondo, mientras que el LDC será igual a la concentración de analito que proporcione una 
relación señal/ruido de 10:1. 
3. Basados en las desviaciones estándar de la respuesta y la pendiente: Consiste en el estudio 
de la recta de calibrado del analito a concentraciones bajas. De esta forma, los límites se 
calculan como la relación entre la desviación estándar de la ordenada en el origen multiplicado 
por 3,3 (LDD) o 10 (LDC) respecto a la pendiente de la resta. 
3.1.4. Precisión 
La precisión puede definirse como el grado de concordancia entre los resultados de ensayos 
independientes, obtenidos en unas condiciones bien definidas (ICH, 1995). El objetivo principal 
del estudio de la precisión es conocer la variabilidad o errores del método analítico, expresados 
como porcentaje de desviación estándar relativa (RSD %). Los factores que influyen sobre los 
resultados de un ensayo no pueden controlarse siempre (analista, equipo instrumental, reactivos, 
tiempo, etc.), por lo que el estudio de la precisión es importante. 
La precisión puede evaluarse a tres niveles: repetibilidad o precisión intradía, precisión 
intermedia o interdía y reproducibilidad (Huber, 2010). 
1. La repetibilidad o precisión intradía es la medida del grado de dispersión de una serie de 
medidas realizadas con los mismos equipos y reactivos, en un espacio de tiempo corto (en una 
misma sesión de trabajo) y por el mismo operador. 
2. La precisión intermedia o interdía es la medida de la dispersión de los resultados obtenidos 
por un método analítico en un espacio de tiempo más amplio que la repetitividad, modificando 
ciertas condiciones de operación: diferentes días, analistas, equipos, etc. 
3. La reproducibilidad expresa la precisión entre laboratorios, formando parte de los estudios 
interlaboratorio. 
3.1.5. Exactitud 
La exactitud de un método analítico se describe como el grado de concordancia entre el valor 
experimental obtenido y el valor aceptado como referencia, por ejemplo, en los resultados de un 
método normalizado o materiales de referencia certificados (ICH, 1995; FDA, 2001). La 
  Introducción 
- 53 - 
 
exactitud se determina mediante análisis repetidos de muestras que contienen cantidades 
conocidas del analito, con un mínimo de cinco determinaciones. 
3.1.6. Recuperación 
El grado de recuperación puede definirse como la respuesta del detector obtenida a partir de una 
cantidad del analito añadido y recuperado de una matriz biológica, comparado con la respuesta 
del detector obtenida con la concentración del estándar puro. La recuperación se expresa en 
porcentaje y depende de la concentración del analito o la matriz y del procesado de la muestra 
(FDA, 2001). La recuperación puede usarse como alternativa a la exactitud cuando no se 
dispone de materiales de referencia certificados (Huber, 2010).  
3.1.7. Efecto matriz 
El efecto matriz se puede definir como el efecto de todos los componentes de la muestra 
distintos al analito de interés. El efecto matriz para cada analito se puede evaluar comparando la 
pendiente de la curva de calibración preparada en la matriz biológica a analizar con la 
extracción y la curva de calibración preparada en un solvente (Gónzalez & Herrador, 2007). La 
falta de diferencias significativas entre las curvas muestra que no existe efecto matriz (Tavernier 
et al., 2004). La disminución del efecto matriz puede llevarse a cabo mediante métodos de 
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Justificación, Hipótesis y Objetivos 
Justificación 
La Seguridad Alimentaria tiene como principal finalidad la protección de la salud de las 
personas en relación con los alimentos ingeridos. A principios del presente siglo, tras las crisis 
alimentarias acontecidas en Europa a finales del siglo XX, se definieron los principales pilares 
en los que se basa la seguridad alimentaria actual evaluación, gestión y comunicación del riesgo. 
De esta forma, se creó la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), un organismo 
encargado de facilitar la evaluación del riesgo, que debe basarse en el mejor conocimiento 
científico disponible. En este contexto, esta institución elaboró en 2011 una opinión científica 
sobre la formación de aminas biógenas en alimentos fermentados, en la que se pone de 
manifiesto la importancia del control de estos compuestos causantes de reacciones adversas en 
los consumidores. Así, es importante el seguimiento de las aminas biógenas en los alimentos 
fermentados durante el proceso de producción así como a lo largo de la cadena alimentaria para 
poder establecer sistemas de control y reducir los riesgos de intoxicación. Para realizar una 
mejor evaluación del riesgo, la EFSA señala que es preciso disponer de mayor conocimiento 
científico  en relación a la presencia de aminas biógenas en alimentos fermentados, 
especialmente respecto a su toxicidad, controles en la producción, higiene de los procesos, 
criterios de inocuidad de los alimentos y la validación de los métodos de análisis (EFSA, 2011), 
aspecto este último que se aborda en esta Tesis. 
Por otra parte, la EFSA también es la encargada de evaluar las Declaraciones de Propiedades 
Saludables de los alimentos (Reglamento 1924/2006). En los últimos años, se han propuesto en 
torno a 30 solicitudes de declaraciones saludables relacionadas con los compuestos fenólicos en 
varios alimentos, de las cuales sólo dos han sido autorizadas: el hidroxitirosol en aceite de oliva 
virgen (EFSA 2011b) y los flavanoles en cacao) (EFSA 2012). En consecuencia, el Panel de 
Productos Dietéticos, Nutrición y Alergias (NDA) perteneciente a la EFSA ha elaborado una 
guía de orientación para la preparación y presentación de solicitudes de autorización de 
declaraciones saludables, comprendida en los artículos 13(5), 14 y 19 del Reglamento (CE) nº 
1924/2006. Así, para demostrar una declaración saludable hay que caracterizar el alimento, 
definir su actividad fisiológica, así como su disponibilidad y plausibilidad biológica. Por todo 
ello, para poder evaluar las funciones biológicas de los compuestos fenólicos es imprescindible 
conocer su biodisponibilidad, término que engloba la absorción, distribución, metabolismo y 
excreción (ADME) (Kay et al., 2016). Además, es importante evaluar e identificar las 
transformaciones de estos compuestos a lo largo del tracto gastrointestinal, ya que se ha 
observado que las propiedades bioactivas de los metabolitos y catabolitos microbianos, aun 
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siendo los principales implicados en los efectos beneficiosos, suelen ser diferentes a la de sus 
compuestos originales presentes en los alimentos (Duda-Chodak et al., 2015).  
En general, las dos clases  de compuestos químicos, tanto las aminas biógenas como los 
compuestos fenólicos, suelen estar presentes en bajas concentraciones en las muestras de 
alimentos y biológicas. Además, debido a la gran complejidad de este tipo de muestras, es 
necesario desarrollo de técnicas analíticas lo suficientemente sensibles, fiables y robustas para la 
determinación de estos compuestos en diferentes matrices. 
Según lo expuesto anteriormente, la hipótesis básica de la Tesis supone que el desarrollo y 
validación de métodos analíticos va a permitir obtener datos de calidad y mejores resultados de 
fiabilidad, sensibilidad, resolución, selectividad, precisión y recuperación para la determinación 
de aminas biógenas en diferentes matrices alimentarias así como la determinación de 
metabolitos y catabolitos derivados de la ingesta de alimentos ricos compuestos fenólicos en 
muestras biológicas.  
La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general poner a punto y validar métodos 
analíticos específicos basados en técnicas cromatográfícas para caracterizar y cuantificar 
compuestos con actividad biológica, como son las aminas biógenas, compuestos fenólicos y sus 
derivados, en productos vegetales, bebidas fermentadas y muestras biológicas obtenidas de 
estudios de biodisponibilidad.  
Para la consecución de este objetivo general se han propuesto los siguientes objetivos parciales:  
 Objetivo 1: Realizar una revisión bibliográfica sobre el estado del arte de la determinación 
de aminas biógenas en bebidas fermentadas, centrándose principalmente en la novedad, mejora 
y optimización de los métodos analíticos desde 2010 hasta el presente. 
 Objetivo 2: Evaluar el perfil de aminas biógenas, aminoácidos y amonio en puré de fresa y 
productos obtenidos tras su fermentación glucónica. 
o Objetivo específico 2.1: Adaptar un método analítico para la determinación de aminas 
biógenas, aminoácidos y amonio mediante cromatografía de líquidos acoplada a detector de 
fotodiodos y usando DEEMM como reactivo derivatizante. 
o Objetivo específico 2.2: Comparar respecto al perfil de aminas biógenas, aminoácidos y 
amonio, diferentes procesos de fermentación glucónica llevados a cabo mediante cultivo 
superficial por distintas bacterias acéticas (Acetobacter malorum,Gluconobacter oxydans y 
Gluconobacter japonicus) y seleccionar la especie más adecuada para elaboración de estos 
fermentados de fresa. 
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o Objetivo específico 2.3: Monitorizar el perfil de aminas biógenas, aminoácidos y amonio de 
varias fermentaciones glucónicas de puré de fresa llevadas a cabo mediante cultivo 
sumergido por la bacteria acética seleccionada. 
 Objetivo 3: Evaluar el perfil de aminas biógenas en productos de fermentación alcohólica y 
acética. 
o Objetivo específico 3.1: Poner a punto y validar un método analítico para la determinación 
de aminas biógenas y en diferentes matrices mediante cromatografía de líquidos acoplada a 
detector de fluorescencia empleando AQC como reactivo derivatizante. 
o Objetivo específico 3.2: Determinar las concentraciones de aminas biógenas en vinagres 
comerciales (vinagre de vino tinto, blanco, Jerez, Pedro Ximénez, manzana y balsámico). 
o Objetivo específico 3.3: Controlar la evolución de aminas biógenas en botellas abiertas de 
diferentes vinos durante varios días mantenidas a diferentes condiciones de conservación 
(temperatura y vacío). 
 Objetivo 4: Validar métodos de análisis para determinar los compuestos fenólicos y sus 
metabolitos en diferentes matrices biológicas (orina, plasma y heces). 
o Objetivo específico 4.1: Validar un método analítico para la determinación de compuestos 
fenólicos y sus metabolitos en diferentes matrices biológicas mediante cromatografía de 
líquidos acoplado a un detector de espectrometría de masas de alta resolución. 
o Objetivo específico 4.2: Identificar y cuantificar los compuestos fenólicos y sus metabolitos 
en diferentes matrices biológicas tras la ingesta de un extracto de vino tinto enriquecido en 
procianidinas por ratas. 
 Objetivo 5: Validar y comparar dos técnicas analíticas para la determinación de 
compuestos fenólicos en orina tras el consumo de zumo de naranja. 
o Objetivo específico 5.1: Validar un método mediante cromatografía de líquidos (HPLC) 
acoplado a un detector de espectrometría de masas de alta resolución y un método usando 
cromatografía de gases (GC) acoplado a un detector de espectrometría de masas para la 
determinación de catabolitos derivados de compuestos fenólicos presentes en orina.  
o Objetivo específico 5.2: Comparar los dos métodos cromatográficos teniendo en cuenta los 
procesos de preparación y extracción de muestra. 
  Justificación, Hipótesis y Objetivos 
- 60 - 
 
Esta Tesis Doctoral está estructurada como una recopilación de artículos científicos que 
comprende 1 revisión bibliográfica y 7 publicaciones de carácter experimental en revistas 
indexadas. El trabajo experimental se ha realizado en el Área de Nutrición y Bromatología de la 
Facultad de Farmacia (Universidad de Sevilla) y en el Área de Alimentación y Salud del centro 
IFAPA-Alameda del Obispo (Córdoba). 
De esta forma, los estudios llevados a cabo en la Universidad de Sevilla se han desarrollado 
gracias a la financiación del proyecto “Determinación de Melatonina en Uvas, Vinos y Otros 
Alimentos de Andalucía” (P07-AGR-02480) otorgado por la Consejería de Economía, 
Innovación y Ciencia de la Junta de Andalucía y del proyecto “Evaluación de la Calidad y 
Seguridad de una Nueva Bebida Obtenida a partir de Fresa no apta para Comercialización” 
(AGL2010-22152-C03-01) otorgado por el Ministerio de Ciencia e Innovación. Del mismo 
modo, los estudios realizados en el IFAPA-Alameda del Obispo se han llevado a cabo gracias a 
la financiación del proyecto “Caracterización de alimentos y nuevos productos elaborados: 
potencial saludable, organoléptico y trazabilidad alimentaria. Estrategias de diversificación y 
reclamo competitivo” (PP.AVA.AVA201601.20) otorgado por el Instituto de Investigación y 
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Resumen 
Este primer capítulo está dedicado a una revisión bibliográfica sobre las tendencias más 
recientes en la determinación de aminas biógenas en bebidas fermentadas, centrándose 
fundamentalmente en la novedad, mejora y optimización de los métodos analíticos desde 2010 
hasta 2016. 
Las aminas biógenas son una familia de moléculas presente en los alimentos con un riesgo 
potencial sobre la salud, especialmente en los consumidores sensibles. Actualmente, no existen 
unos límites máximos permitidos en alimentos para estas biomoléculas en la legislación 
europea, a excepción de la histamina en los productos pesqueros. Principalmente, estos 
compuestos son sintetizados por la actividad microbiana durante el almacenamiento y 
procesamiento de los alimentos. Por todo ello, junto a la preocupación económica asociada, 
hace que sea necesario controlar la concentración de aminas biógenas en los alimentos. De esta 
forma, en la bibliografía se puede encontrar una gran cantidad de artículos centrados en la 
determinación de aminas biógenas en diferentes productos alimenticios, especialmente en 
bebidas fermentadas. 
A lo largo del capítulo se describen y discuten los diferentes métodos para la preparación 
tratamiento de muestras (incluida la derivatización), las técnicas analíticas más importantes y las 
aplicaciones más frecuentes referenciados. Aunque las aminas biógenas se han determinado en 
el vino y otras bebidas fermentadas durante décadas, las nuevas técnicas y avances han 
permitido mejorar la precisión y la sensibilidad de los métodos analíticos, superando los 
desafíos planteados por las matrices complejas, como la dificultad para ser detectados por la 
presencia de otros compuestos similares o la alta variabilidad intrínseca de las muestras. De este 
modo, se han revisado los diferentes propósitos de la determinación de aminas biógenas, tales 
como seguridad alimentaria, proceso de producción o investigación de microbiología 
alimentaria, además de las técnicas analíticas más empleadas. 
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a b s t r a c t
Biogenic amines (BA) are generally considered as a food hazard, even though there is not a threshold for
these biomolecules in the European legislation, except for histamine in fishery products. These com-
pounds are formed during the storage and processing of certain foods through microbiological activity,
and when present in high concentrations, could have toxicological effects, causing health problems in
consumers, especially to sensitive persons. This fact, in addition to the economical concern involved,
makes it necessary to control the amounts of biogenic amines in foods. For all these reasons, literature on
biogenic amines in different food products, especially in fermented beverages, is extensive. This review
provides an overview of the most recent trends in the determination of biogenic amines in fermented
beverages focusing on novelty, improvement and optimization of analytical methods. Hence, the
different sample treatment procedures (including derivatization), the most important analytical tech-
niques and the most frequent applications are described and discussed. Although biogenic amines have
been determined in wine and other fermented beverages for decades, new advancements and technical
possibilities have allowed to increase the accuracy and sensitivity of analytical methods, in order to
overcome the challenges posed by the complex matrices and their high intrinsic variability. Thus, the
different purposes of BA determination (food safety, production process or food microbiology research)
and the most widely employed analytical techniques have been reviewed.
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction
The control of biogenic amines in foods is gaining importance in
order to monitor production processes or to know their quality and
freshness, but mainly tomonitor food safety [1,2]. Thus, the number
of analyses of these compounds has increased during the last years.
They are mainly synthetized in foods and beverages by decarbox-
ylation of amino acids, although some amines can be formed by
amination and transamination of aldehydes and ketones [3].
The concentrations (mg kg1 or L1) of the main BA in a wide
range of products are summarized in Table 1. In general, the highest
concentrations of these compounds have been found in fermented
products, which show a significantly higher amount than non-
fermented foods. Thus, histamine reached high levels in sufu, fish
sauce, sausages and ripened cheeses (Table 1). Specially, a con-
centration of histamine of 10000 mg kg1 was detected in spoiled
fish [1]. Tyramine has been detected in high amounts in cheese
samples, mainly in ripened cheese (Table 1). This could have an
effect on health, due to its capacity to potentiate sympathetic car-
diovascular activity by releasing noradrenaline, which is named
‘cheese reaction’ [53]. Regarding putrescine and cadaverine, they
have been detected in significant concentrations in fermentedmeat
and fish (Table 1). BA presence in foods is closely related to mi-
crobial activity. Thus, lactic acid bacteria are the main producers,
although some species of yeast or bacteria of the family Enter-
obacteriaceae could synthetize them [54].
BA can produce a wide range of toxicological effects [1] being
histamine and tyramine the main BA, regarding their toxic effect.
Histamine is the most widely studied amine due to its ability to
produce headaches, hypotension and digestive problems, while
tyramine is often associated with migraine and hypertension [54].
Recently, Linares et al. [55] proved that tyramine was more cyto-
toxic than histamine on an in vitro model of the human intestinal
epithelium. Thus, they observed that tyramine caused a cell ne-
crosis, whilst histamine induced apoptosis. On the other hand,
other polyamines such as putrescine and cadaverine have a lower
pharmacological activity; however, they could interact with the
amine oxidases and potentiate the effects of histamine and tyra-
mine. Besides, these polyamines can react with nitrite to form
carcinogenic nitrosamines [56].
Although BA have been described as having a certain potential
toxicity, the maximum histamine level is only regulated in fishery
products, at 50 mg kg1 by the US Food and Drug Administration
(FDA), and at 100 mg kg1 by the European Community [57].
However, the European Food Safety Authority (EFSA) has released
a scientific opinion where it remarks the risks associated with the
increase of BA in fermented products [1]. This document concluded
by stating the importance of controlling these compounds in food, as
well as validating analytical methods for different types of matrices.
On the other hand, some countries in Europe recommended estab-
lishing limits for histamine in wine [Germany (2 mg L1), Belgium
(5e6 mg L1), and France (8 mg L1)] [58,59]. Switzerland also
established a legal threshold of 10 mg L1 for histamine, which was
rejected afterwards [41]. In this context, the International Organiza-
tion of Vine and Wine (OIV) published, in the Compendium of In-
ternational Methods of Analysis of Wines and Musts, two
chromatographic methods to determine BA in order to standardize
methodsof analysis, thushelping to facilitate international trade [60].
Regarding beer, the Nutritional codex of the Slovak Republic recom-
mended amaximum tolerable limit for histamine of 20mgkg1 [61].
According to Scopus database, a significant number of papers
dealing with BA determination in food have been published since
2010. Thus, there are 1037 articles related to agricultural and
microbiology areas. As shown in Fig. 1, the main food items
analyzed were meat, fish, cheese and wine. Taking the fermented
beverages and condiments as a group (wine, beer and vinegar), and
together with fruit juices, they accounted for a 22% of the total
research articles published in the aforementioned period.
Specifically, fermented beverages are constituted by a complex
matrix that increases the difficulty of analyses and interferes with
the results. The complexity of the varied food matrices is a critical
aspect to be taken into account when obtaining adequate re-
coveries for all BA [1]. Regarding analytical determination, an array
of methods such as high performance liquid chromatography (LC),
ultra performance liquid chromatography (UPLC), gas chromatog-
raphy (GC), thin-layer chromatography (TLC), ion-pair liquid chro-
matography (IPLC), capillary electrophoresis (CE), sensors and
ELISA, among others, have been used for these compounds.
The literature includes some review articles focused on biogenic
amines in foods, but none of them considers thoroughly the sample
preparation, as well as all the analytical techniques employed for
the determination of these compounds in food products e most of
them only consider chromatographic methods. On the other hand,
despite the number of works regarding biogenic amines in wine,
beer and other beverages, there is currently no review article which
compares and discusses the analytical methods for determining
biogenic amines in these matrices.
For all the above, this review provides an overview of the most
recent trends in the determination of BA in wine, beer, cider, fer-
mented beverages and condiments, focusing on novelty, improve-
ment and optimization of analytical methods from 2010 to present.
Hence, the different sample treatment procedures (including
derivatization), the most important innovations and improvements
in the analytical techniques and the most frequent applications are
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described and discussed. The review focuses on BA which have a
greater toxicological potential and health concern; therefore, his-
tamine, tyramine, putrescine and cadaverine have been selected for
discussion. On the other hand, the different purposes of BA deter-
mination (food safety, production process monitoring or food
microbiology research) and the most widely employed analytical
techniques have been evaluated. Although BA have been deter-
mined in wine and other fermented beverages for decades, new
advancements and technical possibilities have allowed to increase
the accuracy and sensitivity of analytical methods, in order to




The determination of BA in fermented products is not simple,
due to the variety of their chemical structures, as well as their
presence at low concentrations in complex matrices (Table 1) [49].
The most commonly employed technique is LC using C18 reverse-
phase columns, due to its high resolution and sensitivity [62]. A
previous preparation is usually required in order to remove other
compounds that may interfere in the chromatography analysis, or
in order to concentrate the analytes of interest.
Moreover, the determination of BA by LC usually needs a
chemical derivatization, because these compounds do not have
adequate absorption properties in the visible, ultraviolet or fluo-
rescence wavelength ranges [63]. Derivatization reduces the po-
larity of BA, thus improving the separation by reverse phase mode
and C18 columns, and making them more sensitive towards MS
detector than their correspondent underivatized amines [25,57,64].
2.1.1. Sample preparation and extraction
In general, different types of sample preparation, such as
filtration, degasification, the addition of compounds to remove
Table 1
Content of main biogenic amines in foods and beverages (mg kg1 or L1).
His Tyr Put Cad Ref.
Fermented Food
Vegetables
Cabbage 1.0 18.6 11.6 7.6 [4]
Soybeans/tofu n.d.-5.8 n.d. 0.7e5.0 n.d.-3.4 [5,6]
Fruit and cereal
Grapes n.d.-5.8 n.d.-2.4 n.d.-8.0 n.d.-3.4 [7]
Apples n.d. n.d. 5.1 e [8]
Barley n.d. 8.0e18.9 7.6e21.0 0.5e1.1 [9]
Meat
Pork meat 0.9e2.3 n.d.-29.0 n.d.-66.5 1.0e145.4 [10]
Chicken meat 0.2 n.d.-221.6 n.d.-45.9 n.d.-33.5 [11,12]
Beef meat 0.4e7.4 n.d.-17.4 n.d.-202.5 n.d.-221.4 [10,11]
Fish and mollusc
Salted anchovies n.d.-2.0 n.d.-22.3 0.1e8.0 0.1e12.0 [13,14]
Fresh mackerel 9.3e12.4 n.d.-0.4 0.2e2.0 1.2e6.6 [15]
Canned tuna n.d.-110.3 n.d.-48.6 n.d.-116.5 n.d.-103.3 [16]
Octopus 1.3e9.1 n.d.-14.5 2.8e94.1 0.1e164.0 [17]
Beverages
Milk n.d.-0.7 n.d. n.d. n.d.-0.1 [18,19]
Brewed coffee n.d.-1.6 n.d.-19.7 0.4e2.3 0.2e9.1 [20,21]
Orange juice n.d.-0.04 n.d.-0.06 0.1e2.2 e [22,23]
Others
Honey n.d.-3.8 n.d. n.d. n.d. [24]
Chocolate 0.3e2.0 3.1e8.1 0.8 0.8 [25,26]
Fermented Food
Vegetables
Sauerkraut 2.1e37.0 26.5e94.4 32.1e122 17.1e41.1 [4,25]
Sufu n.d.-730.0 n.d.-1730 0.5e316.9 0.6e85.8 [5,27,28]
Soy sauce n.d.-85.0 0.9e80.5 7.0e108.0 0.2e85.0 [5,29]
Meat
Chorizo n.d.-4.5 3.1e186.1 n.d.-178.3 n.d.-52.0 [30,31]
Sausages n.d.-514.5 n.d.-509.9 n.d.-505.3 n.d.-689.8 [31e33]
Fish
Fish sauce n.d.-729 n.d.-1178 n.d.-1257 n.d.-1429 [29,34]
Dairy products
Yogurt n.d.-13 n.d.-6.3 n.d.-26.1 n.d.-4.3 [18,25,35]
Butter e 4.6e5.0 n.d. n.d. [35]
Unripened cheeses n.d.-6.7 n.d.-2.7 n.d.-0.9 n.d.-8.9 [35e37]
Ripened cheeses n.d.-337.9 n.d.-2520 n.d.-105.8 n.d.-774.5 [35e37]
Kefir milk n.d.-4.0 n.d.-9.8 0.4e14.3 n.d.-2.2 [35,38]
Fermented Beverages
Red wine 0.5e27.0 0.1e37.3 2.9e122 n.d.-3.3 [39e41]
White wine n.d.-3.4 n.d.-6.8 0.8e12.8 n.d.-2.5 [42e44]
Rice wine n.d.-72.1 n.d.-41.4 n.d.-32.3 n.d.-63.5 [45,46]
Beer n.d.-0.3 0.4e5.9 2.1e12.8 0.2e1.4 [47,48]
Vinegar n.d.-0.3 n.d.-0.2 n.d.-3.2 n.d.-0.1 [49,50]
Cider n.d.-6.9 n.d.-5.0 n.d.-12.3 e [51]
Gluconic fermented n.d. n.d. n.d. n.d. [52]
Ref.: References; n.d.: non detected; -: non determined
Analytes: His: Histamine; Tyr: Tyramine; Put: Putrescine; Cad: Cadaverine.
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substances and extraction have been employed (Table 2). Regarding
the addition of compounds, polyvinylpyrrolidone (PVP) has been
extensively used, as it could remove the substances that interfere in
the derivatization reaction (polyphenols and related substances
present in fermented beverages). Therefore, it was proved to be
useful in methods that employed reagents with low specificity,
such as dansyl chloride and benzoyl chloride [117]. Besides, the
addition of acid or organic solvents, such as 5-sulfosalicylic acid
[110] or trichloroacetic acid (TCA) [87], allowed to precipitate the
proteins present in the samples.
On the other hand, several extractionmethods have beenwidely
used to concentrate the analytes and clean up samples, thus
improving limits of detection and avoiding interferences. Therefore,
some traditional extraction techniques, such as liquid-liquid
extraction (LLE), are still applied in food samples treatment using
a wide range of organic solvents such as toluene, chloroform,
dichloromethane, ethyl acetate, ethanol or isohexane (Table 2).
These techniques have several disadvantages, as they need a large
volume of hazardous organic solvents as well as being time-
consuming procedures, and a considerable volume of sample is
often required for trace analysis. For these reasons, new LLE-based
techniques have evolved by using liquid-phase micro-extractions
(LPME). Table 2 shows other BA extraction techniques based on the
LLE, such as salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE),
dispersive liquid-liquid microextraction based on solidification of
floating organic droplets (DLLME-SFO), and vortex assisted
surfactant-enhanced emulsification liquid-liquid microextraction
(VSLLME). These techniques show several advantages, as they
employ less toxic organic solvents, reduce time extraction, prevent
sample loss and provide a more precise and accurate extraction
[46,91,99]. Regarding VSLLME, a significant improvement in LODs
(from 294e871 mg L1 to 1e2.6 mg L1) was observed as compared
with direct samples injection [99].
Another alternative to avoid problems associated to the organic
solvents used in LLE was the extraction using ionic liquids (IL). This
technique uses relatively large organic cation and inorganic anion
solutions and provides a medium that improves the derivatization
of BA [95,118]. Thus, room-temperature ionic liquids (RTILs), which
integrated derivatization, extraction and preconcentration of BA,
was applied inwine samples, obtaining very low LODs (1e2 mg L1)
and a high extraction efficiency (85e96%) (Table 2). Besides, Huang
et al. [83] used the ionic liquid-based ultrasonic-assisted liquid-
liquid microextraction method (IL-UALLME), which was a new
technique based on IL. Its main advantage was that it had a very
short extraction time (1 min).
However, the most common extraction method for BA deter-
mination in beverages is solid phase extraction (SPE) [119]. How-
ever, it has also some disadvantages, such as being time-consuming
or relatively expensive. An alternative is solid phase micro-
extraction (SPME), which reduces the solvent volume. Basheer et al.
[23] elaborated a new SPME with hydrazone-based ligands with
good LODs between 3.82 and 31.30 ng L1 (Table 2). In addition, an
innovative molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE)
with specific affinity towards histaminewas elaborated and applied
in wine samples with successful recoveries (93e99%) [66]. The
extraction method was very reproducible and accurate, but the
chromatography method was too long (40 min) for just one BA, and
it had a high LOD (0.09 mg L1).
Alternatively, Gas-diffusion microextraction (GDME) was
another extraction technique employed to determine volatile
aliphatic BA (methylamine, dimethylamine and ethylamine) in
fermented beverages [108].
2.1.2. Derivatization reaction
Derivatization reaction can be performed before (pre-column
methods) or after (post-column methods) the chromatographic
analysis. Although pre-column methods have been commonly
used, these are usuallymore susceptible tomatrix effects than post-
column methods [120]. Most derivatization reagents have an op-
timum pH of reaction higher than 7.5 [3]. This fact may affect wine
matrices, since they show a high concentration of organic acids,
such as tartaric andmalic acids, their pH being sensibly lower [120].
Solutions with buffer capacity are usually used to avoid this
drawback; however, slight pH variations, or samples with very low
pH, like some wines or vinegars, may affect the derivatization re-
action [120]. As far as we know, only a few studies have been
developed to assess the quantitative formation of derivatives with
regard to different buffer solutions [89].
Most works related to BA in fermented beverages and condi-
ments use a derivatization reagent prior to the analysis. The most
used reagents during the last years are dansyl chloride (DNS-Cl), o-
Phthalaldehyde (OPA), benzoyl chloride, 6-aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC), diethyl ethox-
ymethylenemalonate (DEEMM) or 4-chloro-3,5-
dinitrobenzotrifluoride (CNBF) as reported by Pe~na-Gallego et al.
[3], €Onal et al. [121], and Callejon et al., [122]. They react with amine
groups and have been indistinctively employed for the determi-
nation of amino acids and BA [122]. Thus, most of them could react
with primary and secondary amines, except for OPA, which it is not
able to react with secondary amines [3]. However, amino acids are
usually several orders of magnitude higher than BA in fermented
products, thus hindering their detection. In order to solve this
inconvenience, more concentrated reagent solutions have been
commonly used; however, new problems may arise due to in-
terferences or degradation of reagent excess [120].
Among these reagents, the most commonly employed is DNS-Cl.
This compound produces stable derivatives which are detected by
UVevisible (UVevis) or fluorescent spectroscopy [3]. However,
DNS-Cl is a non-specific reagent, since it can react with other
substances such as phenols or aliphatic alcohols [117]. Hence,
sample treatments are usually employed to remove interferences
(Table 2). This reagent has been employed in different matrices
such as beer, orange juices or wine (Table 2). On the other hand, the
derivatization time may vary, and it depends on temperature, as
shown in Table 2. In general, those methods that used a fluorescent
detector were more sensitive than those with a UVevis detector
[88,89,96]. However, the best LODs were obtained by Tameem et al.
Fig. 1. Percentage breakdown of biogenic amine researches related to food products
published since 2010.
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Table 2




Matrix BA and other compounds Sample prep. Extraction method Der.
conditions









e Wine His e e e Cogent Diamond Hydride
(DH) (75  4.6 mm, 4 mm)
A: H2O/0.1% FA, B: ACN/0.1% FA 10 min UVevis
l: 220 nm
LOQ: 2 e [65]
Wine His e e e Cogent Diamond Hydride
(DH) (150  2.1 mm, 4
mm)
A: H2O:2-propanol (50:50)/0.1% FA,
B: ACN/0.1% FA
10 min MS (ESI þ) LOQ:
0.2
e [65]
Wine His MISPE e e Agilent Eclipse XDB-C18
(150  4.6 mm, 5 mm)
A: 5 mM AF buffer/5 mM PFHA in









Beer His Degassed e e Silica capillary
nanoemitter (5±1 mm)








His, Tyr, Put, Cad, Met, Agm, Phe,
Spm, Spmd
e SPE 10 min/55
C
Luna C18 (250  4.6 mm,
5 mm)










Wine His, Tyr, Put, Cad, Spm, Spmd,
Phe, Dimet, Hex, Diety, Ety, Pyr,
Isob, Isop, Amy
e e 10 min/55
C
RP column (300 3.9 mm,
4 mm)










Wine His, tyr, Put, Cad e e 10 min/55
C
Phenomenex Kinetex
(PFP) (100  4.6 mm, 2.6
mm)










Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd
e e 10 min/55
C
RP column (300 3.9 mm,
4 mm)


















20 min/RT Waters symmetry C18








Rice wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Ser, Phe,
Spm, Spmd
0.1 M HCl e 60 min/30
C













Şalgam His, Tyr, Put, Cad, Met, Agm, Try,
Phe, Spm, Spmd
e e 15 min/25
C
Hichrom C18 (300  3.9
mm, 10 mm)



























Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe e Chloroform
(Derivatized BA
extraction)











Wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Spm,
Spmd, Phe, Eth, Mpa, 3-Mba, 2-










































CNBF Rice wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Spm,
Spmd
e e 30 min/60
C
Zorbax Eclipse XDB-C18
(250  4.5 mm, 5 mm)
A: ACN,








Wine His, Tyr, Phe, Try Degassed Ethyl acetate 120 min/
RT











d0-/d3-MASC Rice wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Hex TCA (5%) e 15 min/55
C
Eclipce Plus C18 (50  2.1
mm, 1.8 mm)











DEEMM Wine His, Tyr, Put, Cad, Met, Phe, Eth,
Isoa
e e 30 min/RT ACE HPLC (5C18-HL) (250
 4.6 mm, 5 mm)












Wine His, Tyr, Put, Cad, Agm, Try, Phe,
Spmd, Isoa; Others: Aa


























Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd, Agm, Eth, Ser; Others: Aa
e e 30 min/RT ZORBAX SB-C18 Rapid
Resolution HT (50  3.0
mm,1.8 mm)












Gluconic acid His, Tyr, Put, Cad, Agm, Try, Phe,
Spmd; Others: Aa
e e 30 min/RT LiChroCART® 250-4
LiChrospher® 100 RP-18
(250  4.6 mm, 5 mm)















Eclipse XDB-C18 (150 
4.6 mm, 5 mm)













e 20 h/RT Zorbax Eclipse XDB-C18








Beer His, Tyr, Cad, Try; Others:
precursor Aa
Degassed SPE 40 min/65
C
LiChrospher C18e (250 
4 mm, 5 mm)
A: ACN,







40 min MS (ESI þ) 10e54






















Restek Ultra Aqueous C18
(150  4.6 mm, 3 mm)












C18 ODS Hypersil (250 
4.5 mm, 5 mm)














(250 mm  4.6 mm)







Rice wine His, Tyr, Put, Cad, Ser; Others: Aa e e 10 min/70
C
Waters-Atlantisd C18 (250
 4.6 mm, 5 mm)





Rice wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Spm,
Spmd













Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd
PVP e 60 min/47
C
Waters C18 YMC-Pack










Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd
PVP e 60 min/60
C
Waters C18 YMC-Pack











Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd, Ety, Isoa
e e 60 min/40
C
Waters Spherisorb C18
S3ODS-2 (150  4.6 mm, 3
mm)
A: ACN,






Wine His, Tyr, Put, Cad, Met, Phe, Spm,
Spmd, Eth, Isoa, Ety
e e 45 min/40
C
Supelcosil LC-18 (250 












Wine His, Tyr, Put e e 60 min/40
C
PerfectSil Target ODS-3
(250  3.0 mm, 5 mm)















(250  4.60 mm, 5 mm)
A: ACN,
B: 0.01 M Ac buffer (pH 4.0)




Wine His, Tyr, Put, Cad, Met, Agm, Phe,
Spm, Spmd, Isope, Dop, Ety, Try;
Others: Aa
e e 30 min/40
C
Phenomenex Gemini C18
(150  4.60 mm, 3 mm)










Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Spm,
Spmd, Isoa, try
e e 60 min/55
C
Phenomenex Synergi
polar RP 80A (150  4.60
mm, 4 mm)
A: Ethanol:ACN:H2O: Tris buffer (pH
8) (20:30:47:3),
































Matrix BA and other compounds Sample prep. Extraction method Der.
conditions
















(150  4.60 mm, 5 mm)
A: ACN,
B: H2O




Wine His, Tyr, Put, Cad, Agm,Met, Spm,

















Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Spm PVP RTIL (Derivatized
BA extraction)
20 min/RT Agilent Zorbax SB-C18












His, Tyr, Put, Cad, Agm, Phe, Met,
Spm, Spmd, Ser, Ety
e 0.4 M PCA (nectar) 60 min/45
C
Kinetex C18 core-shell




















His, Tyr, Put, Cad, Agm, Phe, Try,
Spm, Spmd
e 0.4 M PCA 45 min/40
C
C18 supelco (250  4.6
mm, 5 mm)
A: 0.1 M AmAc, B: ACN 35 min UVevis l:
254 nm
e e [97]
EAC Beer His, Tyr, Put, Cad, Hex, Phe, Spd,
Spmd; Others: Estrogens
0.1 M HCl e 6 min/45
C
Hypersil BDS C18 (200 
4.6 mm, 5 mm)










FMOC Wine and Beer His, Tyr, Cad, Try, Spmd Degassed VSLLME
(Derivatized BA
extraction)
30 min/RT Waters symmetry C18








OPA Must His, Tyr, Put, Cad, Agm, Eth, Ety e e e Alltima C18 (200  4.6
mm, 5 mm)
A: 1.2 g NaAc/500 mL H2O/0.09 mL
TEA/1.5 mL THF,
B: 1.1 g NaAc/100 mL H2O/200 mL
ACN/200 mL MeOH




Wine His, Tyr, Put Cad, Phe, Isope e Ethanol e Licrocart 250-4
Licrosphere 100 Rp-18
(250  4 mm, 5 mm)









Wine His, Tyr, Put, Cad, Met, Try, Eth,
Ety; Others: Aa
e e 1 min C18 RP Waters AccQ.Tag,
(3.9  150 mm, 4 mm)
A: 0.02 M P buffer (pH 7.3):MeOH:
THF (91.5:8:0.5), B: 0.02 M P buffer









OPA/MCE Wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Spm,
Spmd, Ser
e e 99 s Pinnacle II C-18 (150  3.9
mm, 5 mm)
A: 0.05 M NaAc (pH 6.6):THF (96:4),
B: MeOH




Cider and Wine His, Tyr, Put, Cad, Phe, Met, Ety e e e Waters Nova-Pak C18
(150  3.9 mm, 4 mm)
A: 10 mM NaHPO4$12H2O,
B: 1% 2-octanol in ACN: 10 mM
NaHPO4$12H2O (70:30)




Wine His, Tyr, Put, Cad, Try, Ety, Isoa e e e Spherisorb ODS2 (250 
4.6 mm, 5 mm)








Wine His, Tyr, Put, Cad, Agm, Phe, Eth,
Isoa, Isob, Try, Ser
e e 1 min Synergi-Hydro RP-80 Å
(150  4.6 mm, 4 mm)
A: NaAc 0.05 M (pH 6.6):THF (99:1),
B: MeOH:ACN (50:50)








Wine and Beer His; Others: Aa 0.1 M HCl e 15 min/RT Xtimate C18 (250  4.6
mm, 5 mm)
A: 25 mM NaAc buffer:THF (95:5), B:
MeOH




OPA/NAC Grape juice and
Wine
His, Tyr, Put, Cad, Isoa, Phe, Eth;
Others: Aa
e e 3 min Equisil® (250  3 mm, 5
mm)

















Princeton (250  4.6 mm,
5 mm)







PITC Beer and Wine Met, Dimet, Eth Degassed GDME 10 min/RT Eurospher 100-5 C18 (250



























DNS-Cl Beer His, Tyr, Put, Cad, Met, Phe,
Spmd; Others: Aa
0.1 M HCl e 60 min/40
C
AcquityTM BEH C18 (100





MS (ESIþ) 5e20 104
e148
[109]











(50  4.6 mm, 5 mm)













His, Tyr, Put, Cad, Try, Phe, Spmd e SPE 45 min/40
C
AcquityTM BEH C18 (50 










Wine His, Tyr, Put, Cad, Agm, Spm,
Spmd, Try; Others: precursor Aa
e e 40 C Prototype YMC-Triart C18
(3.0  50 mm, 2.2 mm)
A: 10 mM SDP and 150 mM SP (pH
2.0)/20 Mm PSAS,
B: 10 mM SDP and 150 mM SP (pH















His, Tyr, Put, Cad, Try, Agm, Phe,
Spm, Spmd, Ser, Dop, Oct;
Others: b-ala, GABA
e e e Luna Phenyl-Hexyl (150 












vinegar His, Tyr, Try, Phe, Ser, Oct e 0.1 M BEHPA in
chloroform
e Agilent Zorbax SB-C8 (150
 4.6 mm, 5 mm)

















Wine His, Tyr, Put, Cad, Agm, Spm,
Spmd, Tea, Tma
20 mM MSA SPE e Dionex IonPac CS17 (250
 4 mm, 7 mm)








DNS-Cl Wine His, Tyr, Put, Cad PVP Iso-hexane 60 min/55
C
Silicagel 60 TLC glass
plates








IBCF Beer 18 BA e DLLME 9 min DB-5MS capillary column,











22 BA e Toluene 10 min HP-5MS capillary column,




MS 1 e [116]
Der.: Derivatization; BA: Biogenic amines; prep.: preparation; LOD: Limits of detection; Rec.: Recovery; Ref.: References; Aa: Amino acids; RT: Room temperature.
Analytes: His: Histamine; Tyr: Tyramine; Put: Putrescine; Cad: Cadaverine; Met: Methylamine; Agm: Agmatine; Phe: Phenylethylamine; Spm: Spermine; Spmd: Spermidine; Try: Tryptamine; Dimet: Dimethylamine; Hex:
Hexylamine; Diety: Diethylamine; Ety: Ethylamine; Pyr: Pyrrolidine; Isob: Isobutylamine; Isop: Isopropylamine; Amy: Amylamine; Ser: Serotonin; Eth: Ethanolamine; Mpa: Methylpropylamine; 3-Mba: 3-Methylbutylamine; 2-
Mba: 2-methylbutylamine; 3-Mtpa: 3-(Methylthio)propylamine; b-ala: b-alanine; Dap: Diaminopropane; Isoa: Isoamylamine; Oct: Octopamine; Isope: Isopentylamine; Dop: Dopamine; Cys: Cysteamine; GABA: ƴ-aminobutyric
acid; Tea: Triethylamine; Tma: Trimethylamine.
Chemicals: PVP: polyvinylpyrrolidone; TCA: Trichloroacetic acid; DCM: Dichloromethane; PCA: Perchloric acid; MSA: Methanesulfonic acid; BEHPA: Bis (2-ethylhexyl) phosphate; FA: Formic acid; ACN: Acetonitrile; AF buffer:
Ammonium formate buffer; PFHA: Perfluoroheptanoic acid; MeOH: Methanol; NaAc: Sodium acetate; AmAc: Ammonium acetate; Ac buffer: Acetate buffer; P buffer: Phosphate buffer; AcAc: Acetic acid; THF: Tetrahydrofuran;




















[29] even though they used a UVevis and DNS-Cl as a derivatization
reagent (Table 2). This method was developed in order to deter-
mine BA in different food matrices, such as orange juice or ketchup
(Table 2); and the authors suggested that this improvement was
due to a large sample volume (50 mL) injected into the
chromatograph.
o-Phthalaldehyde (OPA) has been often used inwines. Due to its
instability, OPA is usually used together with other reagents such as
mercaptoethanol (MCE) to improve the sensitivity and stability of
derivatives [3]. Alternatively, Kelly et al. [24] validated a method to
determine amino acids and some BA using OPA with N-acetyl-L-
cysteine (NAC), which has shown to produce more stable de-
rivatives. Numerous works that employ this reagent, avoiding the
use of any samples pretreatment, have been recently published,
this fact being surprising due to the low specificity of OPA [63].
Nevertheless, a method using UPLC and online post-column
derivatization with OPA/MCE was able to reach very sensitive
LODs (18.0e78.8 fmol) without sample pretreatment (Table 2).
Another derivatization reagent which is widely used is benzoyl
chloride, as it has numerous advantages such as being relatively
inexpensive, as well as the fact that its derivatives are stable [123].
Nevertheless, it is also a non-specific reagent, and it could react
with other groups (phenols, aliphatic alcohols and some sugars),
just like DNS-Cl does [117]. For these reasons, samples were often
treated with PVP, hydrochloric acid or trichloroacetic acid (Table 2).
On the other hand, methods with benzoyl chloride usually perform
some type of liquid extraction after the derivatization reaction
(Table 2). Benzoyl chloride has recently been used in different
matrices, such as wine, beer, rice wine or şalgam (Table 2).
Regarding AQC, this derivatization reagent has shown to be
specific and suitable for the determination of BA, since it produces
compounds that remain stable for a week [3]. The excess reagent
peak (6-aminoquinoline) could produce interferences when using a
UV detector due to its high absorption, but its signal is smaller
when detection is performed by fluorescence [122]. This derivati-
zation reagent has recently been used in wine [69e71] and vinegar
[49]. Ancín-Azpilicueta et al. [69] performed a chromatography
method that determined 14 BA in 32 min. However, this method
could not separate phenylethylamine and spermidine, which were
quantified as a single peak. The employment of a SPE step prior to
derivatization in vinegars allowed to clean up the samples and
could improve their LODs (Table 2).
DEEMM is another reagent that produces stable derivatives and
does not yield excess reagent [124]. The derivatization reaction is
carried out for over 30 min in ultrasound bath, but it needs to heat
at 70e80 C for 2 h so as to allow the complete degradation of
excess DEEMM. Several articles which use this reagent inwines and
fermented products have recently been published [39,52,81,82].
The validated method [124] allowed the simultaneous determina-
tion of amino acids, BA and ammonium ion. Wang et al. [82]
managed to reduce the time of analysis from 85 min to 30 min.
However, these methods accounted for a lower sensitivity than
others which used different derivatization reagents (Table 2).
CNBF reagent has numerous advantages, such as its fast reaction,
the fact that it does not need large volumes of solvent and that its
derivatives are photostable at room temperature. Nevertheless, this
compound can react with other amino groups, and excess of CNBF
could affect BA determination. This reagent was applied in two
methods, involving different pretreatment techniques and deriva-
tization reaction conditions (Table 2). Piasta et al. [79] aimed to
prepare BA derivatives in high yield and purity, and they charac-
terized pure CNBF derivatives by 1H, 13C, 19F nuclear magnetic
resonance (NMR), and single crystal X-ray crystallography,
obtaining lower sample contamination with derivatization by-
products.
To a lesser extent, other derivatization reagents, such as phenyl
isothiocyanate (PITC) or 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC),
were applied in the past in fermented beverages samples [3,58].
Valente et al. [108] validated a method that simultaneously
extracted (using GDME) and derivatized (using PITC) and, in which
detection was performed by UVevis, being the LODs for methyl-
amine, dimethylamine and ethylamine were sensitive enough
(12e46 mg L1). However, the most important drawback is that the
main BA were not determined by this method. In addition, a
method for wine and beer which applied VSLLME and FMOC as
reagent was validated. In this case, the extraction was relevant
because this derivatization reagent reacts with some products
which can interfere in the analysis. This method could determine
five BA, obtaining satisfactory LODs ranging 1e2.6 mg L1 (Table 2),
but it was not able to detect putrescine [99].
On the other hand, new derivatization reagents are being
implemented, showing new advantages such as good selectivity
and sensitivity. Among them, we can find 2, 6-dimethyl-4-
quinolinecarboxylic acid N-hydroxysuccinimide ester (DMQC-
OSu), ethyl-acridine-sulfonyl chloride (EAC) or 1-
naphthylisothiocyanate (NITC) [22,83,98].
In a recent research in beer samples, the fluorescence labeling
reagent DMQC-OSu was employed. The method showed a good
selectivity and provided few by-products [83]. However, this
chromatographic method only determined tyramine, octopamine
and phenylethylamine, which are commonly present in beer at low
concentrations (Table 2). On the other hand, Li et al. [98] developed
and validated a method that used EAC as fluorescence labeling
reagent to determine BA and estrogens in several food samples,
obtaining good LODs (0.27e0.67 mg L1) (Table 2).
Isotope-coded derivatization reagents d0-10-methyl-acridone-
2-sulfonyl chloride (d0-MASC) and d3-10-methyl-acridone-2-
sulfonyl chloride (d3-MASC) were used to determine seven BA in
Chinese rice wine samples. A fast LC method (5 min) was used,
obtaining good LODs (Table 2). However, the main disadvantages of
this method were that the derivatization reagent needs a laborious
preparation and that it is expensive [80].
On the other hand, a method that employed ion-pair liquid
chromatography using perfluorocarboxylic acids as ion-pair re-
agents and chemiluminescent nitrogen detector (CLND) was vali-
dated and optimized [50]. Nonafluoropentanoic acid (NFPA) was
selected as the best ion-pair reagent among the several per-
fluorocarboxylic acids tested. Alternatively, another method of ion-
pair liquid chromatography used chaotropic salt KPF6 and was
applied in vinegar [113]. However, the LODs in both methods did
not improve in comparison with those methods that used the
derivatization reagents (Table 2).
Although a previous derivatization is usually needed to simul-
taneously determine BA, some recent articles aimed to avoid the
use of reagents by exclusively detecting histamine. Hence, a new
method that used aqueous normal phase (ANP) conditions and
silica hydride-based stationary phase was applied by using LC with
UVevis and MS detection, thus avoiding longer analysis times and
increased impurities due to derivatization [65]. The calculated LOQ
value did not improve in comparison with other methods which
used a derivatization reagent and the same detector (Table 2). On
the other hand, a method performed by Cai et al. [67] using nano
extractive electrospray ionization mass spectrometry (nano EESI-
MS) obtained a lower LOD (20 mg L1) for histamine in beer sam-
ples (Table 2).
2.1.3. Analytical determination
The most common methods used to determine BA usually
employed LC with C18 column, as mentioned above. Regarding the
time of analysis, it was widely variable and it mainly depended on
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the number of analytes under consideration, ranging between 5
and 85 min (Table 2). Those methods that involved the simulta-
neous determination of amino acids and BA lasted, in all cases,
more than 30 min. On the other hand, more recently, BA determi-
nation has been performed by UPLC. This technique offers many
advantages over LC, particularly, reducing run time and solvent
consumption [110,111]. A Kinetex core-shell PFP LC column was
recently used as an alternative to C18 column. This method
employed AQC, and the authors concluded that Kinetex PFP column
mainly reduced the run times (25 min from 50 min) and solvent
volumes (20 mL from 47 mL per sample) [70]. However, their LOQs
were higher than in other methods (Table 2).
Detection by UVevis and fluorescence has usually been
employed in most cases. LC-MS has recently been applied to in-
crease the reliability of BA identification [25]. On the other hand, BA
could be detected directly by using positive ionization [125].
In general, those methods using fluorescence detection were
more sensitive than UVevis, regardless of the reagent employed
(Table 2). Although MS detection has also been employed, the LODs
obtained were not significantly lower than those reached by fluo-
rescence detection, and this fact explains its widespread use
(Table 2). Also noteworthy was a new method recently performed
by Mayr and Schieberle [25], that involved the use of isotopically
labeled internal standard for 14 BA and two polyamines, obtaining
low LOQ (around 0.05 mg kg1) and employing tandem mass
spectrometry (MS/MS) detector. MS/MS is able to provide specific
structural information and a more sensitive detection capability
[110]. Besides, isotopically labeled internal standards have been
proved to minimize matrix interferences in complex matrices
[25,80]. Thus, an ultratrace analysis was accomplished.
Alternatively, a couple of methods used ion chromatography to
determine BA in juice fruits and wines [33,114]. Although the LODs
obtained were at the same order of magnitude than RP-LC (Table 2),
these methods had the advantage that they did not need any
derivatization reagent.
Thin-layer chromatography (TLC) could represent an alternative
to previous methods with LC. This technique had different advan-
tages; for example, it does not need a special equipment and it
could analyze several samples at the same time [115,121]. Romano
et al. [115] recently employed this technique to determine the main
BA in wine samples, which were treated with PVP to avoid in-
terferences and were derivatized with DNS-Cl (Table 2). The main
disadvantages were that the analyses time is 90 min, as well as the
fact that this method is semi-quantitative. On the other hand, the
LODs obtained with this method were not very sensitive
(600e700 mg L1).
2.2. Gas chromatography
Gas chromatography methods are not so often applied to
determine biogenic amines in foodmatrices. It has been specifically
used in fermented beverages by some authors in order to offer
alternative methods to LC [120]. It needs a previous derivatization
step in order to increase volatile properties and to decrease polar-
ities of BA [120]. Two GC-MSmethods were recently developed and
validated for the determination of biogenic amines in beers [48]
and wines (Port wines) [116], using isobutyl chloroformate (IBCF)
as derivatizing agent. In the first method, the derivatization pro-
cedure was simultaneously performed with a dispersive liquid-
liquid microextraction (DLLME), whilst in the second one, deriva-
tization was carried out in a two-phase reaction system, elimi-
nating the need for a previous extraction procedure. Both methods
showed to be efficient and highly reproducible, allowing the ac-
curate identification and quantification of a higher number of
biogenic amines than LC methods (Table 2). In addition, the
derivatization procedure and the overall time of analysis were
faster than in some LC methods, reaching LODs of the same order
than them (Table 2).
2.3. Capillary electrophoresis
CE methods can currently be divided into the following ones:
capillary zone electrophoresis (CZE), capillary gel electrophoresis
(CGE), capillary isotachophoresis (CITP), capillary isoelectric
focusing (CIEF) andmicellar electrokinetic chromatography (MEKC)
[126]. CE can be considered as a good option for the determination
of biogenic amines in foods [57], despite its low sensitivity when
compared with other detection methods. This technique is fast and
efficient, as well as inexpensive in terms of reagents consumption,
and it shows a lower reproducibility of migration times than LC
[127]. Hence, its suitability will depend on the expected BA levels in
fermented beverages samples. Since the maximum levels for his-
tamine are legally established for fish products, most of the appli-
cations using CE are related to these products [128,129]. Off-line
precolumn derivatization is the most common application; the
resulting derivatives are injected into the CE and in the case of
wines, the detection limits reached in these methods are fully
compatible with the typical levels of BA. Furthermore, the latest
advances in derivatization strategies and some innovative on-line
pre-concentration procedures have contributed to enhance the
sensitivity of methods. A previous step involving clean-up, such as
added PVP followed by filtration, is usually performed [130].
Table 3 summarizes the latest developments in wine and beer
analysis. A CE-MS/MS method has been used for the quantitative
determination of BAs in beer and wine samples [130]. This method
is fast due to the short migration time for the 9 BAs (spermine,
spermidine, putrescine, cadaverine, histamine, phenylethylamine,
tryptamine, tyramine, and urocanic acid) (<10 min) and the
enhanced sensitivity, since the LODs and LOQs were in the range of
1e2 mg L1 and 3e8 mg L1 for wine and beer, respectively. The use
of a PVA-coated silica capillary allows to suppress the electroos-
motic flow and, as a consequence, to increase the separation effi-
ciency [130]. The online sample preconcentration and online
combined CZE with CITP, coupled to photometric detection at
280 nm, can also improve the sensitivity [127]. The LODs were
0.35 mg L1 for histamine, 0.33 mg L1 for phenylethylamine and
0.37 mg L1 for tyramine. This method has been successfully
employed for the determination of histamine, 2-phenylethylamine
and tyramine in red wine samples (Table 3). Jastrzębska et al. [132]
performed a comparative study between a CITP method without a
derivatization step and a LC method using DNS-Cl as derivatization
reagent and detection by UVevis. This CITPmethod obtained better
detection limits than the LC method with UV detector.
Uzasci et al. [133] reported a novel nonionic micellar electro-
kinetic chromatography method through fluorescein isothiocya-
nate isomer I (FITC) coupled to laser-induced fluorescence detector
(LIF). They used Brij 35 instead of SDS as surfactant, thus decreasing
the separation time and obtaining a good sensitivity. A fast sepa-
ration of seven biogenic amines was performed and LODs were
between 0.42 and 1.26 nM. This method was applied to determine
biogenic amines in wine samples and fruit molasses.
2.4. Others
Alternatively to chromatography, other techniques such as
sensors, ELISA and flow-injection analysis have been employed to
determine biogenic amines in fermented beverages.
Sensors are an interesting alternative to LC methods, since they
do not require a special instrumentation, and do not need sample
clean-up and derivatization procedures, thus being in general less-
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time consuming. Therefore, sensors are an interesting approach
due to their short analysis time, low cost and simplicity. Besides, an
important advantage of this technique is that it may be used for in
situ analysis [121].
Sensors have been applied for wine and beer, requiring just a pH
adjustment (Table 4). Most methods were able to detect just a
concrete amine or an overall total amount of BA in fermented
beverages samples (Table 4). Exceptionally, a dual enzymatic sensor
was developed to simultaneously determine histamine and pu-
trescine [139]. On the other hand, there is a wide variety of
recognition elements [141], being enzymatic biosensors the most
prevalent for BA determination (Table 4). Alternatively, Bazosabal
et al. [134] developed a sensor with molecularly imprinted nano-
particles which had a high affinity for histamine.
Regarding transduction systems, electrochemical and optical
sensors have been employed to detect BA. As for electrochemical
sensors, the methods that employed potentiometric sensors were
most sensitive than those methods with amperometric determi-
nation (Table 4). Alternatively, Ramon-Marquez et al. [138] devel-
oped a novel optical sensor in combination with nanotechnology.
This sensor detected tryptamine by using the intrinsic phospho-
rescence property. Hence, it was covalent immobilized in a nano-
fiber mat and quantified by phosphorescence (solid surface-room
temperature phosphorescence), which was highly sensitive in beer
(6 mg L1).
On the other hand, ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay) test is a techniquewith a high precision, sensitivity and good
potential for standardization [142]. It has been applied for the
determination of histamine in fish and, more recently, in other
matrices such as wine [143]. However, it can be time-consuming
and expensive, in particular for a small number of samples [142].
Recently, Luo et al. [144] developed a hapten that employed
Table 3
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BA: Biogenic amines; LOD: Limits of detection; Rec.: Recovery; Ref.: References; FITC: Fluorescein isothiocyanate isomer I; LIF: Laser-induced fluorescence detector. PTFE:
polytetrafluoroethylene.
Analytes: His: Histamine; Tyr: Tyramine; Put: Putrescine; Cad: Cadaverine; Phe: Phenylethylamine; Spm: Spermine; Spmd: Spermidine; Try: Tryptamine; Eth: Ethanolamine;
Uro: Urocanic acid.
Chemical: PVP: polyvinylpyrrolidone; P buffer: Phosphate buffer.
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antibodies against histamine that had previously been derivatized
with p-nitrobenzoic acid N-hydroxysuccinimide ester (PNBA-OSu).
The derivatization reactionwas performed at room temperature for
20 min. This derivative had a better binding affinity and specificity
with antibodies than free histamine. Moreover, this test had a good
correlation (R2 ¼ 0.978) with LCMS/MS. Thus, recovery and LOD
were suitable for determining histamine in wines with a low con-
centration (93.6 mg L1), and they were similar to those in LC
methods (Table 2).
Another alternative is the flow-injection analysis. Traditionally,
this technique consists in the injection of sample into a carrier
solution that is in a constant flow, where both solutions are mixed
and passed through a detector [145]. Recently, Hernandez-Cassou
and Saurina [145] employed this technique to determine histamine
in commercial red wines. The researchers used the reagent 1,2-
naphthoquinone-4-sulfonate to improve the detection of this BA
by UVeVis. Besides, a multivariate calibration method (Partial least
square) was used to overcome the interference of amino acids or
polyphenols, improving the selectivity. Thus, this method had a
good correlation (R2 > 0.99) with LC method and the analysis was
fast (residence time of 0.76 min). However, this method was opti-
mized just for histamine.
3. Applicability in food samples
The interest of BA determination in food and beverages has to do
with food safety, production process monitoring or food microbi-
ology research.
Histamine, tyramine, putrescine and cadaverine are themain BA
which are commonly detected in fermented beverages, mainly
wine and beer (Table 1) [62]. Their final contents inwine are related
to a number of variables such as vintage, grape variety, levels of
amine-precursor amino acids, and above all winemaking practices.
Thus, even though BA are present after alcoholic fermentation, they
are mainly produced during malolactic fermentation in red wines
[71,146]. Therefore, the expected concentrations of these BA in
wines are in the range of mg L1.
In general, BA concentrations in beer are lower than in wine
(Table 1). Although small quantities of BA are formed during alco-
holic fermentation, they could increase significantly if beers are
contaminated with lactic acid bacteria (LAB) during the brewing
process [147] or during their storage [148]. Hence, BA concentra-
tions in properly stored beer hardly reach some mg L1.
Other fermented products, such as vinegars and gluconic fer-
mented beverages, showed very low concentrations of BA; in fact,
acetic acid bacteria have been reported as no BA producers [49,149].
Regarding food safety, researches were mainly focused on final
products, as they are the ones which reach themarket, as well as on
storage control [49,84,91,106]. Moreover, most new developed
methods were adapted and validated using final products in order
to verify their application in one or several matrices
[50,91,98,99,109,114]. Hence, a number of studies usually compared
BA concentrations in different types of wine [44,90], grape varieties
[41,88], agricultural practices (Organic and non-organic) [40],
ageing period [101], and controlled designation of origin (DO) and
authentication [43,94]. Besides, levels of BA are used as indicators
of quality and safety of wines [44]. Regarding other fermented
products, BA have been determined in different types of beers
[48,73,84,98] and vinegars [49].
BA have been also considered in metabolomic studies. Thus, the
metabolome profile during the malting process of barley based on
GC-MS without derivatization [150] was studied. Among the hy-
drophilic barley compounds identified (n ¼ 65), those BA having a
low molecular weight, such as putrescine and ethanolamine, were
detected, and their concentration increased in the course of malt-
ing, mainly in the case of putrescine. Arbulu et al. [151] performed
an untargeted metabolomic method for the non-volatile profile of
Graciano wine with LC-MS, which determined that 4% of the total
number of metabolites identified were BA. Moreover, they elabo-
rated an enological database (WinMet), which is a useful tool for
wine metabolomic characterization and authenticity testing [151].
Storage conditions and their impact on BA concentrations have
been also considered within wine production [106,152]. Thus,
Ceccini et al. [7] monitored the effect of the grape storage time in
the final content of BA in must. However, storage control studies
have been mainly focused on final products which were kept in
Table 4
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barrels or bottles [106,152].
Production process monitoring is important in order to control
the synthesis or degradation of BA. As mentioned above, sensitive
methods are necessary to be able to observe significant changes.
Thus, changes in winemaking process have been widely studied
taking into account grape variety, vintage, DO… [71,81,82,106]; and
the same applies to cider and rice wine, from harvest to bottling
[87,103].
The interests of food microbiology research have been mainly
focused on the molecular mechanisms that control the synthesis of
BA, as well as the evaluation of the BA-degrading capacity of mi-
croorganisms. Thus, several LAB species, isolated from fermented
beverages, proved to be able to degrade biogenic amines in wine
through the production of amine oxidase enzymes [104]. Some
species showed a good amine-degrading ability; however, their
activity was limited by ethanol, polyphenols or SO2. Hence, the
authors concluded that their applicability inwinemaking still needs
further investigation.
The current challenges facing the BA research are: reducing the
time of analysis, being able to use a lower concentration of deriv-
atization reagent and increasing sensitivity. Therefore, in the
context of future regulations of BA in fermented products, fast and
robust methods of analysis will be required.
As aforementioned, the determination of BA concentrations
below mg L1 was not necessary regarding food safety and health
concerns. Thus, the current legislation in fishery products, as well
as those recommendations established for histamine in wine and
beer, had a threshold of several mg L1. Hence, LC methods
coupled with UVevis or fluorescent detector are adequate to
determine BA in the laboratory, not being necessary to use a MS
detector.
Regarding quality control and research requirements, sensitive
methods, as well as a more precise identification of analytes, are
required to detect slight changes in BA profile. Thus, MS or MS/MS
detectors are themost adequate so as to detect low concentrations
of metabolites, due to their sensitivity and the specific structural
information that they provide. On the other hand, the matrix ef-
fect remains one of the main problems when quantifying BA,
especially in food samples which are composed by complex
matrices. Thus, the sample preparation step has been commonly
used so as to avoid matrix interferences [153]. However, the
isotopically labeled internal standards are the most reliable
method to minimize the matrix effect, allowing the quantification
of ultratraces [25].
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Resumen 
Este capítulo se centra en la adaptación y validación de un método cromatográfico para 
determinar aminas biógenas, aminoácidos y amonio en puré de fresa y productos obtenidos tras 
su fermentación glucónica. Las muestras fueron derivatizadas con etoximetilenmalonato de 
dietilo (DEEMM) como reactivo derivatizante precolumna y se analizaron con un cromatógrafo 
líquido acoplado a un detector de matriz de diodo.  
El método analítico fue adaptado y validado exitosamente para la determinación de 8 aminas 
biógenas (histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina, triptamina y 
feniletilamina), 22 aminoácidos y el ión amonio en puré de fresa y sus fermentados de ácido 
glucónico en términos de linealidad, sensibilidad (LD y LQ) y precisión (repetibilidad y 
precisión intermedia) de acuerdo con los criterios establecidos por AOAC (AOAC, 1993). 
El método fue empleado en primer lugar para determinar y comparar el perfil de los compuestos 
nitrogenados en diferentes procesos de fermentación glucónica llevados a cabo mediante cultivo 
superficial por distintas bacterias acéticas: Acetobacter malorum,Gluconobacter oxydans y 
Gluconobacter japonicus. Respecto a las aminas biógenas, se puede afirmar que estos 
fermentados glucónicos de fresa pueden ser útiles para la elaboración de productos 
alimenticios ya que sus concentraciones estaban por debajo de los límites de detección, 
y por tanto, por debajo de los niveles que causan efectos perjudiciales en los 
consumidores. Por otro lado, el perfil de aminoácidos, específicamente, glutamina, 
alanina, arginina, prolina, ácido glutámico, asparagina-serina, isoleucina, leucina y 
fenilalanina, ha mostrado ser un parámetro que permite discriminar  los fermentados de 
acuerdo a la cepa empleada (A. malorum, G. oxydans y G. japonicus). De estas tres 
cepas, G. japonicus fue la que produjo mayores cambios en la concentración de 
aminoácidos respecto las otras. Además, fue la cepa que más glucosa consumía, 
manteniendo los niveles de fructosa procedentes del sustrato. 
Así pues, G. japonicus fue la cepa seleccionada para la elaboración de la bebida ya que mostró 
una mayor actividad durante la fermentación. De esta forma, se evaluó posteriormente durante 
las fermentaciones con cultivo sumergido en fermentadores a escala piloto, Este tipo de 
fermentación proporciona una alternativa mucho más rápida que la fermentación con cultivo 
superficial y más interesante para aplicarla a una escala industrial.  
Las fermentaciones se monitorizaron en términos de pH, acidez total, concentraciones de 
glucosa, fructosa y ácido glucónico así como concentraciones de amina biógenas, aminoácidos y 
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amonio. Al igual que en la fermentación con cultivo superficial, no se detectaron aminas 
biógenas en las muestra finales, por lo que se garantiza la seguridad de este producto para el 
consumo humano. La mayoría de los aminoácidos no presentaron cambios significativos, 
excepto lisina e histidina, las cuales aumentaron en el producto final. Sin embargo, aunque los 
fermentados presentaban pocas diferencias en el perfil de aminoácidos e ion amonio, el análisis 
de componentes principales (PCA) fue capaz separar dos grupos, uno para las muestras iniciales 
y otro con las muestras finales usando como variables lisina, fenilalanina, ácido glutámico, 
isoleucina, histidina, ácido aspártico, leucina, alanina e ion amonio. 
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a b s t r a c t
This paper studies the amino acid profile of beverages obtained through the fermentation of strawberry
purée by a surface culture using three strains belonging to different acetic acid bacteria species (one of
Gluconobacter japonicus, one of Gluconobacter oxydans and one of Acetobacter malorum). An HPLC–UV
method involving diethyl ethoxymethylenemalonate (DEEMM) was adapted and validated. From the
entire set of 21 amino acids, multiple linear regressions showed that glutamine, alanine, arginine, tryp-
tophan, GABA and proline were significantly related to the fermentation process. Furthermore, linear dis-
criminant analysis classified 100% of the samples correctly in accordance with the microorganism
involved. G. japonicus consumed glucose most quickly and achieved the greatest decrease in amino acid
concentration. None of the 8 biogenic amines were detected in the final products, which could serve as a
safety guarantee for these strawberry gluconic fermentation beverages, in this regard.
 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is one of the most eco-
nomically important fresh and processed fruits (Hancock, Sjulin,
& Lobos, 2008) and a source of bioactives (Álvarez-Fernández,
Hornedo-Ortega, Cerezo, Troncoso, & García-Parrilla, 2014a;
Cerezo, Cuevas, Winterhalter, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2010;
Stürtz, Cerezo, Cantos-Villar, & Garcia-Parrilla, 2011). Hence, there
is a wide variety of processed strawberry products, such as purée,
jams, juices, beverages, fruit preparations, etc. (Fügel, Carle, &
Schieber, 2005; Hui et al., 2006). Recently, strawberry fermented
products, such as wines and vinegars, have been produced as a
good solution for using strawberry surpluses and as an alternative
method for conserving this perishable fruit (Hidalgo, Torija, Mas, &
Mateo, 2013; Ubeda et al., 2013).
Gluconic acid is abundantly available in grains, fruits and other
foodstuffs, such as rice, meat, dairy products, honey and fermented
products like wine and vinegar. It is a mild organic acid, which has
applications in the food industry (Deppenmeier, Hoffmeister, &
Prust, 2002; Ramachandran, Fontanille, Pandey, & Larroche, 2006;
Singh & Kumar 2007). It is produced from glucose by different
microorganisms, which include bacteria, yeast and some ectomy-
corrhizal fungus. Among them, some genera of the family Acetobact-
eraceae, such as Gluconobacter, are used industrially to produce
gluconic acid (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009; Ramachandran
et al., 2006). There are several works that have studied gluconic acid
fermentations. However, most of them are focused on biotechnol-
ogy and its applications (Deppenmeier et al., 2002; Gupta, Singh,
Qazi, & Kumar, 2001; Ramachandran, Fontanille, Pandey, &
Larroche, 2006; Singh & Kumar, 2007) and reports focusing on the
gluconic fermentation of fruits are scarce.
Acetic acid bacteria (AAB) can utilize a wide range of com-
pounds as sources of nitrogen, from simple inorganic compounds
to complex compounds, including amino acids (Merrick &
Edwards, 1995). Gluconobacter strains are able to grow using
ammonium ion as their sole source of nitrogen (Deppenmeier &
Ehrenreich, 2009; Gupta et al., 2001). However, AAB have been
shown to consume amino acids during the conversion of ethanol
into acetic acid (Callejón, Troncoso, & Morales, 2010). Hence, free
amino acids present in the medium could also be a good source
of nitrogen for these bacteria, in addition to ammonium ions. The
amino acid content of fruits and fruit derived products is studied
since they contribute to the final aroma and taste, among other
properties (Mandrioli, Mercolini, & Raggi, 2013).
Furthermore, some biogenic amines can be directly formed
from amino acids by decarboxylation. These compounds can be
formed and degraded during the normal metabolism of living
organisms, although they have been quantified especially in
fermented foods and beverages such as cheeses, dry fermented
sausages or wine (Ancín-Azpilicueta, González-Marco, & Jiménez-
Moreno, 2008; ten Brink, Damink, Joosten, & Huis In’t Veld, 1990;
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.01.085
0308-8146/ 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Kirschbaum, Rebscher, & Brückner, 1999). High concentrations of
biogenic amines in the final products could be due to poor quality
raw materials, contamination, or to food processing and storage
under unsuitable conditions (Önal, 2007; ten Brink, Damink,
Joosten, & Huis In’t Veld, 1990). Biogenic amines, in particular his-
tamine and tyramine, can cause health problems when are present
in foods in a high concentration (ten Brink, Damink, Joosten, & Huis
In’t Veld, 1990). These compounds could cause wide effects on con-
sumer such as headache, inflammations, irritation, hypertension,
and hypotension (Ancín-Azpilicueta et al., 2008; ten Brink,
Damink, Joosten, & Huis In’t Veld, 1990). The European legislation
does not have a biogenic amines threshold, but the European Food
Safety Authority (EFSA) has elaborated a scientific opinion on the
risk associated with their formation in fermented products
(European Food Safety Authority (EFSA) Panel on Biological
Hazards (BIOHAZ), 2011).
Several techniques have been developed for analyzing amino
acids and biogenic amines in foods (Callejón et al. 2010;
Hernández-Orte, Ibarz, Cacho, & Ferreira, 2003; Önal, 2007; Peña-
Gallego, Hernández-Orte, Cacho, & Ferreira, 2012). Nevertheless,
the analytical technique most frequently employed for the deter-
mination of amino acids and biogenic amines is HPLC with C18
reverse-phase columns (Peña-Gallego et al., 2012). This method
is less time-consuming than other techniques and the instrumen-
tation used is simple (Hernández-Orte et al., 2003). The direct
detection of amino acids by HPLC yields matrix interferences
(Callejón et al., 2008) and biogenic amines do not have good
absorption properties in the visible, ultraviolet or fluorescence
wavelength ranges (Peña-Gallego, Hernández-Orte, Cacho, &
Ferreira, 2009). For these reasons, the determination of these com-
pounds requires a chemical derivatization to improve detection
limits and to avoid matrix interference (Callejón et al., 2010;
Gómez-Alonso, Hermosín-Gutiérrez, & García-Romero, 2007;
Peña-Gallego et al., 2012). The reagents most widely used are
2,2-dihydroxy-1,3-indanedione (Ninhydrin), dansyl chloride
(DnsCl), dabsyl Chloride (DbsCl), phenylisothiocyanate (PITC), o-
phthaldialdehyde (OPA), 6-aminoquinolyl N-hydroxysuccinimidyl
carbamate (AQC) and diethyl ethoxymethylenemalonate
(DEEMM), among others (Callejón et al., 2010; Peña-Gallego
et al., 2012). Some of these techniques have been able to determine
amino acids and biogenic amines simultaneously, such as the
method proposed by Gómez-Alonso et al. (2007), which used
DEEMM as the derivatization agent to increase the specific absor-
bance of the analytes, followed by reverse phase HPLC and UV–
vis photodiode array detection. This method has been proposed
for wines and beers.
The aims of this study were: (a) to adapt an analytical method
to determine the profile of amino acids, biogenic amines and
ammonium ion in different gluconic acid fermented products and
in the starting substrate (strawberry purée) by HPLC using DEEMM
as the derivatization agent; (b) to study the differences in amino
acid consumption by the different AAB strains employed; (c) to
verify whether the fermented products can be discriminated or
grouped according to the strain that performed the fermentation,
taking the amino acid profiles as variables, and (d) to check
whether these fermented beverages are safe for human consump-
tion by determining the concentrations of biogenic amines.
2. Materials and methods
2.1. Reagents and standards
Most of the amino acid standards were purchased from Fluka
(Buchs, Switzerland). The aspartic acid, glutamic acid, histidine,
alanine, lysine, c-aminobutiric acid (GABA), biogenic amines,
ammonium sulphate, diethyl ethoxymethylenemalonate, acetic
acid glacial, boric acid, 2-aminoadipic acid (internal standard)
and sodium azide were supplied by Sigma–Aldrich (Steinheim,
Germany). The glycine, ornithine, methanol (HPLC grade) and ace-
tonitrile (HPLC grade) were acquired from Merck (Darmstadt, Ger-
many). The sodium acetate and sodium hydroxide were obtained
from Panreac (Castellar del Vallès, Barcelona). The ultrapure water
was obtained from a Milli-Q water purification system (Millipore,
Bedford, MA, USA).
The stock standard solutions were prepared individually by dis-
solving the pure compounds in HCl 0.1 N. The calibration solutions
were prepared by diluting the stock standard solutions with water.
2.2. Samples
We analyzed samples of the fermentation of strawberry purée
using a surface cultures of acetic acid bacteria (AAB), supplied by
HUDISA, S.A. (Lepe, Spain). These gluconic fermentations were con-
ducted in the laboratories of the Biochemistry and Biotechnology
Department (Facultat d’Enologia, Universitat Rovira i Virgili. Tar-
ragona, Spain). These fermentations were carried out with different
AAB strains: one of Acetobacter malorum (3 samples), one of Gluco-
nobacter oxydans (3 samples) and one of Gluconobacter japonicus (2
samples). The initial substrate used for these processes was also
studied. AAB were grown in a GY medium (1% yeast extract and
5% glucose) and incubated at 28 C with stirring. The fermentation
substrate consisted of mixing 90% strawberry purée with 10% rec-
tified concentrated must (Concentrados Pallejà, Riudoms, Spain).
For each fermentation, 500 mL of the substrate were inoculated
with 2  106 cell/mL of the AAB strains in a 1 L Erlenmeyer flask.
Fermentations were performed at 28 C with a stirring speed of
128 rpm. In all cases the fermentations were considered finished
after 10 days of fermentation, when more than 90% of the initial
glucose had been consumed. Only G. japonicus strain practically
exhausted glucose after the 10 days. All samples were frozen
immediately after sampling. Table 1 displays the sample codes
and their concentrations in glucose, fructose and gluconic acid.
2.3. Sample preparation
First, 2 mL of sample were centrifuged at 6000 rpm for
15 min (Eppendorf centrifuge 5415R, Hamburg, Germany). The
Table 1
Samples codes and glucose, fructose and gluconic acid concentration in strawberry purée and gluconic fermented.
Samples Codex Glucose (g/L) Fructose (g/L) Gluconic acid (g/L)
Strawberry purée SP 62 62 –
Strawberry gluconic acid fermentation beverages (SGFB) Acetobacter malorum (SGFAM) SGFAM1 4.74 51.72 49.91
SGFAM2 6.68 54.69 45.73
SGFAM3 2.25 51.33 47.78
Gluconobacter oxydans (SGFGO) SGFGO1 4.74 56.96 51.95
SGFGO2 4.12 50.47 46.16
SGFGO3 2.57 54.22 49.48
Gluconobacter japonicus (SGFGJ) SGFGJ1 0.93 50.94 52.38
SGFGJ2 0.78 47.49 47.95
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derivatization of amino acids and biogenic amines was performed
by diethyl ethoxymethylenemalonate (DEEMM). For this, 700 lL
of borate buffer 1 M (pH = 9), 300 lL of methanol, 400 lL of stan-
dard or sample, 10 lL of internal standard (L-2-aminoadipic acid,
1 g/L) and 12 lL of DEEMM were mixed in a covered vial, which
was introduced into an ultrasound bath for 30 min. Later, the sam-
ple was heated at 70 C for 2 h to allow the complete degradation of
excess DEEMM and reagent byproducts (Gómez-Alonso et al. 2007).
All samples were filtered through a membrane filter with a mean
pore size of 0.45 lm (Millipore) prior to use.
2.4. Equipment
HPLC analysis was carried out in a Waters HPLC system consist-
ing of a Waters 717 autosampler injector and a Waters 1525 Binary
HPLC pump system controller connected to a Waters 996 photodi-
ode array detector. Data treatment was performed in a Waters
Millennium data station. The column consisted of a LiChroCART
250-4 LiChrospher 100 RP-18 (5 lm, 250  4.6 mm) from Merck
(Darmstadt, Germany) and a 4.0  3.0 mm guard column from
Analytical Phenomenex (Torrance, CA, USA). The column was ther-
mostatized at 45 C in a column header module controlled by
Waters TCM HPLC Temperature Controller. The gradient program
employed is shown in Table 2; it was similar to the one used by
Gómez-Alonso et al. (2007). The injection volume was 10 lL and
the separation was obtained at a flow rate of 0.9 mL/min. Mobile
phase A consisted of a 25 mM acetate buffer (pH 5.8) with 0.02%
sodium azide, and mobile phase B was an 80:20 mixture of aceto-
nitrile and methanol. A photodiode array detector monitored at
280 and 269 nm was used for detection. All mobile phases were fil-
tered through a membrane filter with a mean pore size of 0.45 lm
(Millipore) prior to use.
2.5. Statistical analysis
All statistical analyses were performed using the Statistica soft-
ware (StatSoft Inc., 2004). One-way ANOVA was performed to eval-
uate significant differences between types of samples (significance
levels p < 0.05). Multiple linear regression (MLR) was performed to
evaluate relationships between amino acid concentrations and glu-
cose consumption.
In addition, Principal Component Analysis (PCA) followed by
Lineal Discriminant Analysis (LDA) was employed to evaluate
whether the profiles of amino acids and biogenic amines were dif-
ferent enough to distinguish between the gluconic acid fermenta-
tions analyzed.
Table 2
Eluent gradient for HPLC method.

















Results of regression analysis of calibration curves, LOD, LOQ, repeatability and intermediate precision.
Compounds k (nm) RT (min) Linear range
(mg/L)










Aspartic acid 280 3.8 0.5–100 y = 0.055x + 0.1715 0.9929 0.15 0.45 41.94 1.27 41.84 2.47
Glutamic acid 280 4.4 0.5–150 y = 0.0542x + 0.1309 0.997 0.10 0.30 35.98 0.73 35.79 2.58
Asparagine 280 7.4 0.5–800 y = 0.0382x + 0.1171 0.9964 0.15 0.45 62.34 2.14 62.14 1.18
Serine 280 7.4 0.5–100 y = 0.073x + 0.0107 0.9997 0.15 0.45 55.78 0.49 55.83 0.11
Glutamine 280 8.3 5–800 y = 0.0484x + 0.5199 0.9985 0.10 0.30 26.70 1.74 25.43 2.65
Histidine 280 10.4 0.5–100 y = 0.0529x - 0.0306 0.9977 0.15 0.45 43.14 0.29 43.37 0.44
Glycine 280 11.9 0.5–100 y = 0.1127x + 0.0299 0.9999 0.05 0.15 36.84 1.02 36.55 2.30
Threonine 280 12.2 1–100 y = 0.0611x  0.0267 0.9987 0.05 0.15 35.68 2.06 35.36 1.51
Alanine 280 19.8 1–150 y = 0.0689x + 0.0793 0.9987 0.05 0.15 53.60 1.95 52.66 1.32
Arginine 280 21.2 5–100 y = 0.0383x + 0.0045 0.9962 0.05 0.15 39.86 1.57 40.03 3.98
GABA 280 22 0.5–150 y = 0.0678x  0.0427 0.9996 0.05 0.15 45.29 1.01 44.03 4.68
Proline 280 34.8 5–3000 y = 0.025x  0.3434 0.9973 0.3 0.90 66.97 1.27 58.01 13.90
Tyrosine 280 35.6 1–100 y = 0.021x + 0.7793 0.99 0.05 0.15 61.31 2.81 66.06 2.17
Valine 280 43.4 1–100 y = 0.0624x + 0.169 0.9988 0.05 0.15 41.45 1.51 40.73 1.25
Methionine 280 44 0.5–100 y = 0.0339x  0.0147 0.9975 0.05 0.15 60.75 0.60 60.17 0.47
Cysteine 280 46.7 0.5–100 y = 0.0267x + 0.0521 0.997 0.05 0.15 43.82 6.06 48.49 7.92
Isoleucine 280 49.7 0.5–100 y = 0.0467x + 0.0901 0.9957 0.05 0.15 15.94 7.89 14.51 3.21
Tryptophan 280 50.3 0.5–100 y = 0.0818x  0.0572 0.9974 0.05 0.15 45.76 1.14 46.14 4.07
Leucine 280 50.9 0.5–100 y = 0.0633x + 0.2051 0.9993 0.05 0.15 44.18 2.27 46.53 9.34
Phenylalanine 280 51.5 1–100 y = 0.0383x + 0.0011 0.9994 0.05 0.15 97.25 1.54 95.31 2.72
Ornithine 280 56.9 0.5–100 y = 0.0256x + 0.037 0.9976 0.05 0.15 52.79 1.55 51.00 3.32
Lysine 280 60.3 0.5–100 y = 0.077x + 0.0198 0.9997 0.05 0.15 40.04 0.76 39.92 0.75
Histamine 280 35.3 0.5–100 y = 0.0286x + 0.0246 0.9936 0.05 0.15 87.14 4.89 78.50 4.84
Agmatine 280 38.7 0.5–100 y = 0.025x + 0.1354 0.9921 0.05 0.15 23.08 7.62 22.63 4.47
Spermidine 280 60.7 0.5–100 y = 1.0326x  0.0169 0.9991 0.10 0.30 1.97 0.33 1.96 0.98
Tyramine 280 71.5 0.5–100 y = 0.0627x  0.0644 0.995 0.05 0.15 42.83 1.44 41.60 2.45
Putrescine 280 74.9 0.5–100 y = 0.0582x + 0.151 0.9958 0.05 0.15 52.82 1.61 51.94 1.35
Tryptamine 280 75.1 0.5–100 y = 0.055x + 0.1047 0.9975 0.05 0.15 25.49 1.04 25.15 2.55
Cadaverine 280 75.9 0.5–100 y = 0.0561x + 0.1219 0.9943 0.05 0.15 43.75 1.45 42.98 1.15
Phenylethylamine 280 75.9 0.5–100 y = 0.0461x + 0.0044 0.9998 0.05 0.15 44.77 0.54 43.36 3.19
Ammonium 269 37.8 1–100 y = 0.0714x + 0.0631 0.9996 0.05 0.15 20.25 3.84 20.41 5.27
RT: Retention time, R2: Correlation coefficients, LOD: Limits of detection, RSD: Relative standard deviation.
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3. Results and discussion
3.1. Method validation
The analytical method used to perform this work was originally
developed by Gómez-Alonso et al. (2007) to determine amino acids
in wines and beers. Slight modifications in gradient and tempera-
ture were performed to obtain better peak resolution in the straw-
berries and their fermented products. Thus, the modified method
was validated in terms of linearity, sensitivity (detection and quan-
tification limits) and precision (repeatability and intermediate pre-
cision) response according to AOAC criteria (AOAC, 1993). Table 3
displays these validation parameters. The linear range was
obtained using a value close to the limit of quantification (LOQ)
as the lowest concentration. Thus, the lowest point of the linear
range was lower than that described by Gómez-Alonso et al.
(2007) in most cases. In all the analytes, R2 were above 0.99, show-
ing a linear relationship between standard concentration and
detector response.
Room temperature in our laboratory oscillates widely. There-
fore, we set the temperature at 45 C to achieve repeatability and
intermediate precision within the AOAC limits (AOAC, 1993).
Due to the high concentration of asparagine and its proximity to
serine, peak overlapping could not be prevented, so the two were
quantified together (asparagine–serine) as previously described
(Hermosín, Chicón, & Dolores Cabezudo, 2003).
3.2. Sample analysis
The proposed method was applied to determine amino acids
and biogenic amines in strawberry purées and beverages obtained
after gluconic fermentation.
Table 4 displays amino acid concentration in samples obtained
by surface culture fermentation with different AAB strains. A total
of 31 compounds were determined, including 22 amino acids, 8
biogenic amines and ammonium ion.
Asparagine-serine, alanine and glutamine were the major
amino acids in the substrate as shown Fig. 1, which is in accor-
dance to the strawberry amino acids profile (Moing et al., 2001;
Perez, Rios, Sanz, & Olias, 1992). On the other hand, the amino acid
profiles changed after gluconic fermentation (Fig. 2). In general,
most amino acids followed a similar trend, and their concentration
changed during fermentations with the different AAB strains. In
order to search for a relationship between amino acids and glucose
consumption, we performed a correlation matrix analysis, which
revealed the most significant correlations. Hence, we selected glu-
tamine, alanine, arginine, GABA, proline and tryptophan for subse-
quent multiple linear regression analysis. We tested 3 methods:
standard, forward stepwise and backward stepwise inclusion of
variables, and obtained an R2 of 0.9874 for standard and forward
stepwise analysis and an R2 of 0.9807 for backward stepwise anal-
ysis. The following variables were included in the forward stepwise
analysis (in order): alanine, arginine, glutamine, tryptophan and
Table 4
Concentration of amino acids, biogenic amines and ammonium ion in strawberry purée and gluconic fermented products.
Compounds Mean concentrations (mg/L) ± RSD
SP SGFAM SGFGO SGFGJ
Aspartic acid 45.98b,c ± 0.79 34.10a ± 1.53 31.20a,d ± 1.29 38.77c ± 4.14
Glutamic acid 58.53d ± 0.20 58.39d ± 1.98 56.38d ± 2.45 48.43a,b,c ± 3.50
Asparagine-serine 717.17d ± 12.09 711.73 ± 21.89 654.92 ± 35.04 594.00a ± 18.56
Glutamine 102.96b,c,d ± 0.88 30.49a,d ± 0.64 25.11a,d ± 1.37 18.35a,b,c ± 2.18
Histidine 22.34b,d ± 0.42 17.74a,d ± 1.89 18.34d ± 2.31 15.21a,b,c ± 0.87
Glycine 1.48b ± 0.32 2.28a ± 0.36 2.00 ± 1.17 1.82 ± 1.21
Threonine 37.86 ± 2.73 36.52 ± 1.58 33.75 ± 2.22 34.24 ± 1.57
Alanine 113.93b,c,d ± 3.13 28.26a,d ± 0.46 17.56a ± 2.15 19.97a,b ± 2.52
Arginine 6.43b,c,d ± 0.91 59.35a ± 1.69 63.16a ± 3.01 63.73a ± 0.72
GABA 1.89b,c,d ± 0.89 5.12a,c ± 0.74 6.73a,b ± 1.31 5.99a ± 0.87
Proline 13.74b,c,d ± 1.34 36.55a ± 2.78 41.46a ± 2.17 38.96a ± 2.35
Tyrosine 1.58c,d ± 1.20 1.18 ± 0.51 ND ND
Valine 6.16d ± 0.82 4.10d ± 0.58 3.50d ± 0.74 1.99a,b,c ± 0.19
Methionine 10.12 ± 1.11 11.47 ± 1.37 12.47 ± 2.22 12.44 ± 1.44
Cysteine ND ND ND ND
Isoleucine 4.69d ± 0.53 3.34d ± 1.12 4.25d ± 1.20 0.34a,b,c ± 1.13
Tryptophan 2.11b,c,d ± 0.09 0.70a ± 0.12 0.90a ± 0.44 0.70a ± 0.15
Leucine 0.64 ± 0.55 0.83 ± 1.47 0.62 ± 1.04 0.65 ± 0.80
Phenylalanine 7.97d ± 0.78 9.65 ± 1.95 9.18 ± 1.82 9.87a ± 0.70
Ornithine 4.08d ± 0.13 2.09 ± 1.50 1.48 ± 0.50 ND
Lysine 1.6 ± 0.36 1.83 ± 0.59 2.59 ± 1.06 1.69 ± 0.71
Histamine ND ND ND ND
Agmatine ND ND ND ND
Spermidine ND ND ND ND
Tyramine ND ND ND ND
Putrescine ND ND ND ND
Tryptamine ND ND ND ND
Cadaverine ND ND ND ND
Phenylethylamine ND ND ND ND
Ammonium 39.51c,d ± 0.17 49.04d ± 5.19 57.58a,d ± 3.63 64.64a,b,c ± 2.26
ND: non detected.
RSD: Relative standard deviation.
Codes of samples are explained in Table 1.
a Shows significant differences between substrate and other samples according to ANOVA test (p < 0.05).
b Shows significant differences between A. malorum and other samples according to ANOVA test (p < 0.05).
c Shows significant differences between G. oxydans and other samples according to ANOVA test (p < 0.05).
d Shows significant differences between G. japonicus and other samples according to ANOVA test (p < 0.05).
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GABA. However, only glutamine and arginine were included in the
backward stepwise analysis model.
Glutamine, alanine and tryptophan showed a significant
decrease. These amino acids were mostly consumed by AAB. They
have already been shown to be a good nitrogen source for microor-
ganisms such as AAB and yeast (Arias-Gil, Garde-Cerdán, & Ancín-
Azpilicueta, 2007; Joubert, Bayens, & De Ley, 1961; Sánchez &
Demain, 2002).
Conversely, other amino acids, such as arginine, GABA and pro-
line, increased significantly during fermentation. Among them, the
increase of arginine was the most pronounced. A probable cause of
the arginine increase in the final beverages is that this amino acid
is known to be stored in microorganism vacuole under nitrogen-
available conditions, and it is left in the media after autolysis
(Carrasco & Pérez-Ortín, 2003; Leigh & Dodsworth, 2007).
Increases in GABA have been previously reported following the fer-
mentation of blackberry with Lactobacillus brevis (Kim, Lee, Ji, Lee,
& Hwang, 2009). On the other hand, proline is not usually con-
sumed in a rich nitrogen medium (Callejón et al., 2008). Besides,
this amino acid could increase its concentration during cider fer-
mentation by AAB (Valero et al., 2005).
In all the samples fermented with gluconic acid, asparagine-ser-
ine was the most abundant amino acid followed by arginine, glu-
tamic acid, proline and ammonium ion. Gluconic fermentation
did not modify the most essential amino acid from the strawberry
purée substrate. Generally, tryptophan was the only amino acid
that was significantly consumed for all AAB strains tested.
















































Fig. 1. Strawberry purée (substrate) HPLC Chromatogram at 280 nm. 1, aspartic acid; 2, glutamic acid; 3, internal standard; 4, asparagine-serine; 5, glutamine; 6, histidine; 7,
glycine; 8, threonine; 9, alanine; 10, arginine; 11, c-aminobutiric acid; 12, proline; 13, tyrosine; 14, ammonium ion; 15, valine; 16, methionine; 17, isoleucine; 18,








































Fig. 2. Gluconobacter japonicus strain HPLC Chromatogram at 280 nm. 1, aspartic acid; 2, glutamic acid; 3, internal standard; 4, asparagine-serine; 5, glutamine; 6, histidine; 7,
glycine; 8, threonine; 9, alanine; 10, arginine; 11, c-aminobutiric acid; 12, proline; 14, ammonium ion; 15, valine; 16, methionine; 17, isoleucine; 18, tryptophan; 19, leucine;
20, phenylalanine; 22, lysine.
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fermentations (Table 4). This is important because it is an essential
amino acid to fetus, infant and adults with diseases such as endo-
thelial dysfunction, cystic fibrosis or sickle cell disease vasculopa-
thy (Wu, 2009; Wu et al., 2009).
Additionally, gluconic fermentation preserves polyphenols,
which exert a bioactive effect and play an important role in the
sensory properties (Álvarez-Fernández, Hornedo-Ortega, Cerezo,
Troncoso, & García-Parrilla, 2014b).
Biogenic amines were not detected in the substrates or bever-
ages. This was expected since according to Cipolla, Havouis, and
Moulinoux (2010) strawberries were included in the group of food
containing less than 100 nmol/g/ml of polyamines. Moreover, bio-
genic amines of endogenous origin are found in low concentrations
(Önal, 2007). During fermentative processes, especially by lactic
acid bacteria, the concentration of biogenic amines increases sig-
nificantly (Landete, Ferrer, & Pardo, 2007). However, the non-pres-
ence of biogenic amines in the gluconic fermentations may be due
to the fact that AAB are not able to produce these nitrogenous com-
pounds (Landete et al., 2007).
Although amino acids and ammonium showed a similar trend
during all gluconic fermentations, we observed some differences,
depending on the bacteria involved in the process. Thus, G. japoni-
cus strains were the one that showed the highest consumption of
amino acids. In fact, significant differences in the amino acid profile
were observed between G. japonicus strain and the other two
strains. Glutamine, histidine, valine, ornithine, glutamic acid and
isoleucine were consumed by the G. japonicus strain in a higher
proportion than by the rest of the strains during fermentation.
According to these results, we could conclude that G. japonicus
strain showed the greatest activity during fermentation. This strain
demonstrated the fastest glucose consumption, as no glucose was
present in the medium after 10 days of fermentation.
In order to explore differences between the strains, multivariate
statistical analysis was applied. First, we performed a principal












































Fig. 3. The scatterplot of canonical scores of standard (A) and forward stepwise (B) analysis.
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component analysis (PCA). We selected the most significant vari-
ables to gather different samples using the variable contribution
obtained in PCA. Hence, Factor 1 includes glutamine, alanine, argi-
nine and proline, and Factor 2 includes glutamic acid, asparagine-
serine, isoleucine, leucine and phenylalanine. Afterwards, a linear
discriminant analysis (LDA) was performed to evaluate whether
the profile of amino acids and ammonium ion were different
enough to distinguish the samples analyzed in this study based
on the substrate and the AAB strain. For this purpose, we selected
the variables mentioned above in Factor 1 and 2. Both standard and
forward stepwise analyses were performed in LDA and the AAB
strain was the grouping variable. The classification matrix was
100% for the standard and the forward stepwise analysis. However,
while the standard analysis considered all these variables, the for-
ward stepwise analysis did not select glutamic acid or phenylala-
nine. The scatterplot of the canonical scores of the standard and
forward stepwise analyses are shown in Fig. 3. As it can be
observed, the selected variables were able to clearly separate the
substrate from the gluconic acid products. However, although the
final products showed a similar amino acid profile, the LDA was
able to group the samples from the gluconic acid fermented bever-
ages according to the strain involved in the fermentation process.
4. Conclusions
A method for the determination of amino acid and biogenic
amines in gluconic acid fermentation was successfully adapted,
obtaining adequate values and demonstrating good linearity and
precision, as well as low detection and quantification limits. Its
utility for the routine analysis of amino acids and biogenic amines
in this type of products has been shown.
The fermented products did not contain biogenic amines. The
amino acid profile, specifically the concentrations of glutamine,
alanine, arginine, proline, glutamic acid, asparagine–serine, isoleu-
cine, leucine and phenylalanine allows the discrimination of the
beverages according to the AAB strain responsible for the fermen-
tation. Fermentation with G. japonicus resulted in major amino acid
concentration changes.
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ABSTRACT
Gluconic fermentation of fruit substrates is an innovative strategy to elaborate nonal-
coholic beverages which has not been studied so far. Futhermore, it prevents food
waste of perishable products like strawberries. Amino acids, biogenic amines and
ammonium ion were evaluated after the fermentation of strawberry puree using
Gluconobacter japonicus in submerged culture. The process was monitored with the
determination of pH, total acidity, glucose, fructose and gluconic acid concentrations.
The determination of nitrogen compounds was accomplished using a HPLC–UV
method involving diethyl ethoxymethylenemalonate (DEEMM) as the derivatization
agent. Most amino acids did not present significant changes, except for lysine and his-
tidine, which increased their concentration in the final product. However, the princi-
pal component analysis was able to group the initial and final samples in different sets
using the amino acids concentration as variables. Biogenic amines were not detected
in the final samples, thus ensuring the safety of this product for human consumption.
PRACTICAL APPLICATIONS
Because of the high level of competitiveness, the success of a new product requires the
use of a raw material different from the traditionally used ones, and the application of
innovative techniques of production. Strawberry is a fruit prized for its aroma and fla-
vor. In addition, Spain is the fifth strawberry producer in the world, and consequently
there are surpluses of second quality strawberries. This second quality fruit is generally
discarded, involving large economic losses. These facts make strawberry a good candi-
date to be used as raw material for the production of fruit derived products. Hence,
gluconic acid fermentation is an innovative way of transforming surplus strawberries
into beverages which do not present glucose, as it is transformed into gluconic acid
whilst keeping fructose as sweetener. Hence, the final product could be the principal
substract to elaborate a new beverage which could be consumed by diabetics. Glu-
conic acid submerged fermentations of strawberry puree were carried out with
Gluconobacter japonicus. Additionally, the amount of biogenic amines was assessed
for food safety purposes.
INTRODUCTION
Gluconobacter has been employed to obtain several com-
pounds in biotechnological industries, such as production
of D-gluconic acid, 5-keto-gluconic acid and 2-ketogluconic
acid from D-glucose. Moreover, this genus could synthesize
L-sorbose from D-sorbitol and dihydroxyacetone from glyc-
erol. In particular, gluconic acid production is one of its
main applications (Gupta et al. 2001). Thus, about
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60,000 tons of this compound is produced annually (Purane
et al. 2012).
Gluconic acid is employed for pickling foods or cleaning
aluminium cans. Glucono-d-lactone is a precursor of syn-
thesis pathway of gluconic acid that is used as an acidulant
and flavoring agent. Besides, its salts are used in pharmaceu-
tical industries, like calcium salt of gluconic acid for calcium
therapy or iron salt of gluconic salt for the treatment of ane-
mia. On the other hand, sodium gluconate is employed as
an additive in cement production, detergent in bottle wash-
ing or to prevent iron deposits in textile industries (Gupta
et al. 2001; Ramachandran et al. 2006; Singh and Kumar
2007).
Additionally, this acid is present in a wide number of
foods such as apples, dates or grapes and honeybees (up
12 g/kg) (Mato et al. 1997; Ramachandran et al. 2006).
Moreover, gluconic acid is employed as a food additive.
This acidity regulator is included on the approved list of
additives (E 574) of Commission Regulation (EU) No 1130/
2011 without limitation. Furthermore, U.S. Food and Drug
Administration (FDA) included gluconic salt (sodium, cal-
cium, copper, ferrous and manganese gluconate) and
glucono-d-lactone are generally recognized as safe (GRAS)
in the list (FDA 2014).
Besides, gluconic acid could be present in fermented
products such as wine, beer, cider and vinegar (Gupta et al.
2001; Ramachandran et al. 2006).
Moreover, new beverages from fruit substrate containing
a certain amount of gluconic acid are being developed.
These products could be an interesting option for using fruit
of second quality as well as meeting the demand of new
products that could maintain the healthy properties of
fruits.
Gluconic acid and its counterparts have usually been pro-
duced industrially by fermentation. Even though Aspergillus
niger has been widely employed for gluconic acid produc-
tion, it is not until nowadays that Gluconobacter oxydans has
been used (Ramachandran et al. 2006).
G. oxydans, G. japonicus and Acetobacter malorum were
tested to ferment strawberry in a previous work. Among
them, G. japonicus proved to convert glucose into gluconic
acid more efficiently (Ordo~nez et al. 2015). Some changes
were observed in the amino acid profile in gluconic acid fer-
mentations of strawberry puree using surface cultures of dif-
ferent species of acetic acid bacteria. However, submerged
culture systems provide a much faster alternative and it is
more interesting in an industrial scale (Mas et al. 2014).
Regulations (EC) No 258/97 require a safety evaluation
when introducing a new food or food processing method.
As gluconic acid fermentation has previously been scarcely
used, it is advisable to evaluate if these substances could be
produced complying with safety concerns.
In this context, biogenic amines can be produced from
amino acids by decarboxylation. Biogenic amines are found
at low concentrations in raw products, but its amount could
be much higher in fermented products, such as red wine or
cheese (Ancın-Azpilicueta et al. 2008). The consumption of
high amounts of biogenic amines in food could have toxico-
logical effects, especially for sensitive consumers (Ten Brink
et al. 1990). These compounds may be a good indicator of
contamination in the product (Callejon et al. 2010).
In this context, the aim of this study was to study the dif-
ferences in amino acids, biogenic amines and ammonium
ion profile in gluconic acid submerged fermentations of
strawberry puree; and to check that biogenic amines are not
produced and the products are safe.
MATERIALS AND METHODS
Reagents and Standards
Most of the amino acid standards were purchased from
Fluka (Buchs, Switzerland). The aspartic acid, glutamic
acid, histidine, alanine, lysine, c-aminobutiric acid (GABA),
biogenic amines, ammonium sulphate, diethyl ethoxyme-
thylenemalonate, acetic acid glacial, boric acid, 2-
aminoadipic acid (internal standard) and sodium azide
were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). The
glycine, ornithine, methanol (HPLC grade) and acetonitrile
(HPLC grade) were acquired from Merck (Darmstadt,
Germany). The sodium acetate and sodium hydroxide were
obtained from Panreac (Castellar del Vallès, Barcelona). The
ultrapure water was obtained from a Milli-Q water purifica-
tion system (Millipore, Bedford, MA, USA).
The stock standard solutions were prepared individually
by dissolving the pure compounds in HCl 0.1 N. The cali-
bration solutions were prepared by diluting the stock stand-
ard solutions with water.
Samples
Strawberry puree industrially produced by Hudisa, S.A.
(Lepe, Spain) was used as substrate. The puree (2012 har-
vest) was previously pasteurized and stored at 0–4C con-
taining 34.00 6 1.25 g sugars per liter (45% glucose and
55% fructose).
A G. japonicus strain (CECT 8443), isolated from grape
must (Navarro et al. 2013), was used as a starter for the sub-
merged fermentation process. The inoculum was prepared
by seeding in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 125 mL
of GYP medium (5% (w/v) glucose, 1% (w/v) yeast extract
and 2% (w/v) bacteriological peptone) previously auto-
claved at 120C for 15 min. After shaking in an incubator at
29C at 150 rpm for 24 h, each flask was supplied with
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125 mL of sterilized strawberry puree under the same incu-
bation conditions for additional 24 h.
Fermentation runs were conducted in a 5 L Biostat
VR
fer-
menter equipped with pH, agitation, oxygen and temperature
controls, operating in a batch mode. The operational variables
were set as follows for all tests: substrate volume, 3 L; agitation,
500 rpm; temperature, 29C; and dissolved oxygen, 20%. Only
the pH of the medium was allowed to evolve freely throughout
the process. Totally, four fermentation cycles were performed.
Samples were taken at the beginning of fermentation, just
after the inoculum addition (initial samples), and at the end
of fermentation, when glucose was totally exhausted (final
samples). The samples were pasteurized by heating at 70–80C
for 15 min and then rapidly cooled and frozen until analysis.
Sugars and gluconic acid contents were quantified with the
following enzyme kits from Megazyme
VR
: K-GLUC 07/11 for
glucose, K-FRUGL 12/12 for fructose and K-GATE 12/12 for
gluconic acid. Additional information about the kits can be
found at the manufacturer’s website (www.megazyme.com).
Total acidity was analyzed by acid–base titration. All determi-
nations were performed at least in triplicate. The ensuing
standard deviations are shown in Fig. 1A–C.
FIG. 1. VARIATION OF GLUCOSE, FRUCTOSE, GLUCONIC ACID AND TOTAL ACIDITY CONCENTRATION AND PH DURING GLUCONIC
FERMENTATION BY G. japonicus CECT 8443
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Sample Preparation
First, we centrifuged 2 mL of sample at 6000 rpm for 15 min
(Eppendorf centrifuge 5415R, Hamburg, Germany). For
amino acids, biogenic amines and ammonium ion derivatiza-
tion, diethyl ethoxymethylenemalonate (DEEMM) was used.
The analyses of these compounds were performed using the
method described by Gomez-Alonso et al. (2007). All samples
were filtered through a membrane filter with a mean pore size
of 0.45mm (Millipore) prior to use.
Equipment
HPLC analysis was carried out in a Waters equipment con-
sisting of a Waters 717 autosampler injector and a Waters
1525 Binary HPLC pump system controller connected to a
Waters 996 photodiode array detector. Data treatment was
performed in a Waters Millennium data station. The col-





RP-18 (5 mm, 250 3 4.6 mm) from Merck (Darmstadt, Ger-
many) and a 4.0 3 3.0 mm guard column from Analytical
Phenomenex (Torrance, CA, USA). The column was ther-
mostatized at 45C in a column header module controlled by
Waters TCM HPLC Temperature Controller. The gradient
program used was employed by Ordo~nez et al. (2015).
Statistical Analysis
All statistical analyses were performed by means of Statistica
software (StatSoft, 2004). One-way ANOVA was performed
to evaluate significant differences between types of samples
(significance levels P< 0.05). Principal Component Analysis
(PCA) was employed to evaluate whether the profiles of
FIG. 2. AMINO ACIDS, BIOGENIC AMINES AND AMMONIUM ION CONCENTRATION DURING GLUCONIC FERMENTATION OF STRAWBERRY PUREE.
THE GLOBAL AMINO ACID BOTH AT THE BEGINNING AND AT THE END OF THE PROCESS WERE CALCULATED WITHOUT CONSIDERING
AMMONIUM ION CONTENT
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amino acids and biogenic amines were different enough to
distinguish between initial and final samples.
RESULTS AND DISCUSSION
Chemical Changes During Gluconic
Fermentation
Figure 1 shows the variation of the glucose, fructose, glu-
conic acid and total acidity concentrations and the pH of
the medium during the fermentation. As can be seen, glu-
cose was completely consumed after the first 8 h while fruc-
tose remained stable until the end of the fermentation
process (Fig. 1a). At the same time, gluconic acid increased
in inverse proportion to glucose consumption, with a final
concentration of 15.69 6 0.52 g/L (Fig. 1b). Furthermore,
differences in the total acidity and the pH of the medium
were also observed following the gluconic acid production:
the former increased up to 6.47 6 0.64 g/L while the later
dropped to an average of 0.35 6 0.03 units of pH (Fig. 1b).
The quick biotransformation and the high yield obtained
for gluconic acid production, 92.43%, suggest that the strain
of G. japonicus used was perfectly adapted to the complex
medium. Among other reasons, this was because of its abil-
ity to grow under acidic conditions (Malimas et al. 2009), as
in the case of strawberry puree. Equally noticeable is the
G. japonicus capacity to convert glucose from strawberry
with high selectivity, preserving the fructose content and
thereby some of the original sweetness of the fruit. These
results were consistent with previous works in this field
(Sainz et al. 2012; Alvarez-Fernandez et al. 2014).
Evolution of Nitrogen Compounds Along
Fermentation
In order to study the variance of the major nitrogenous com-
pounds of fermented strawberry puree, the biogenic amines,
amino acids and ammonium ion contents were determined
both at the beginning and at the end of gluconic acid fermen-
tation. Figure 2 shows the average values and standard devia-
tions for 31 nitrogenous compounds, concluding that there
were no significant differences between initial and final sam-
ples, with the exception of lysine and histidine. Coinciding
with previous works (Moing et al. 2001; Callejon et al. 2015),
asparagine and serine were the major amino acids in straw-
berry puree, followed by glutamine, glutamic and aspartic
acids, and GABA. From a global point of view, no significant
differences were detected in the total amino acid content
between strawberry puree (19.91 6 0.93 mM N) and the fer-
mented product (20.43 6 1.21 mM N).
Conversely, in previous studies after gluconic acid fermen-
tation of strawberry puree using a surface culture of AAB, a
decrease of amino acids was observed (Ordo~nez et al. 2015).
However, Callejon et al. (2008) stated that AAB in submerged
acetifications had a catalytic activity while surface fermenta-
tion had an active metabolism and growth. Besides, surface
and submerged cultures showed a different duration of the
fermentation processes. Indeed, fermentation with submerged
cultures took 8 h to consume the glucose of the substrate,
while surface cultures took 10 days (Ordo~nez et al. 2015). In
addition, Nie et al. (2013) observed that the content of amino
acid nitrogen increased after acetic acid fermentation, possi-
bly because of microbial lysis. This could be because of the
heat treatment (pasteurization) applied after the fermenta-
tion, that causes lysis of the bacteria.
Therefore, these three facts show that catalytic activity,
duration of fermentation and pasteurization could explain
the results obtained during the submerged process.
Another point to be considered is the total acidity evolu-
tion during gluconic acid fermentation (Fig. 1c). As can be
seen, G. japonicus activity caused the acidification of the
medium, which could favor the extraction of amino acids
from plant cells (Zhang et al. 2014).
Therefore, the final balance on the amino acids content is
a quite complex issue depending on multiple aspects.
Similarly, Cerrillo et al. (2015) showed that the initial
concentration of amino acids was similar after alcoholic fer-
mentation of orange juice had finished. Besides, Alvarez-
Fernandez et al. (2014) observed that bioactive compounds
(polyphenols) and antioxidant activity were maintained
after the gluconic acid fermentation of strawberry puree.
Therefore, this fermentation allows to maintain the nutri-
tional value of the substrate in the final product.
Principal Component Analysis (PCA)
In order to explore differences between initial and final sam-
ples under study, a principal component analysis (PCA) was
performed considering the amino acids and ammonium ion
as variables. However, it was observed that there was not a
pattern to separate initial and final fermented samples.
Thus, we selected the most contributing variables to the
variance of the data matrix to group different samples.
Hence, Factor 1 includes lysine, phenylalanine, glutamic
acid, isoleucine and histidine, and Factor 2 includes aspartic
acid, leucine, alanine and ammonium ion.
Afterwards, we applied PCA again, selecting the variables
mentioned above in Factors 1 and 2. It was found that the
two principal components accounted for 84.8% of the
cumulative variance. Figure 3 shows the scores samples and
loadings variables plotted using the first two principal com-
ponents. As we can see, the selected variables were able to
clearly separate initial and final fermentation. Although the
final products showed a similar amino acid profile, the PCA
was able to group the samples.
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PC1 seems to separate initial and final fermentation sam-
ples. Thus, initial fermentation samples were placed on the
right side of the graph, whilst final fermented were on the
left. According to the loadings, initial samples were more
related to alanine and aspartic acid (Fig. 2). We could
observe that these amino acids had a trend to decrease their
concentration, although the differences between initial and
final fermented samples were not significant. These amino
FIG. 3. (A) GRAPHS OF SCORES OF INITIAL AND FINAL SAMPLES AND (B) LOADINGS OF VARIABLES USING FIRST TWO PRINCIPAL COMPONENTS
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acids are good nitrogen sources (Arias-Gil et al. 2007) and
they could be consumed by AAB.
On the other hand, final samples were more linked to
those nitrogen compounds that showed an increase during
the fermentations process, mainly histidine and lysine.
Lysine had been determined in a higher concentration in
final alcoholic fermentations of strawberry than in substrate
in a previous work (Callejon et al. 2015). Besides, Cerrillo
et al. (2015) observed an increase of lysine in alcoholic fer-
mentation, whilst histidine did not have a significant change
in its concentration. The rest of variables associated to final
samples according to the loadings, such as glutamic acid,
isoleucine and phenylalanine, had a trend to rise after glu-
conic acid fermentation, although their concentrations did
not have a significant increase (Fig. 2).
Biogenic amines were not detected in the initial substrates
or the fermented. Regarding AAB, it has been observed that
these bacteria are not able to produce biogenic amines dur-
ing acetic fermentation (Landete et al. 2007). Thus, these
fermented products are safe for human consumption in
terms of biogenic amines content.
CONCLUSIONS
Submerged fermentation of strawberry puree did not pro-
duced significant changes on the amino acids profile, allow-
ing to maintain its initial nutritional value. Among the
amino acids determined highlight lysine and histidine, since
presented a significant increase in their concentrations from
the initial to the final samples.
At the beginning as well as at the end of the gluconic acid
fermentations biogenic amines were not synthetized. Thus,
we can state that these fermented can be useful for the elabo-
ration of consumer products.
The amino acid and ammonium ion profile, specifically
lysine, phenylalanine, glutamic acid, isoleucine, histidine,
aspartic acid, leucine, alanine and ammonium ion, allow to
group initial and final samples of the fermentations.
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Resumen 
Aunque en el capítulo anterior se valida y aplica un método para determinar aminas biógenas en 
productos fermentados, es importante disponer de métodos que sean más específicos y sensibles 
para poder determinar concentraciones más pequeñas y evitar la interferencias de otros 
compuestos, como los aminoácidos. 
Así, este capítulo se centra en la validación y aplicación de un método cromatográfico para 
determinar aminas biógenas en productos fermentados (vino y vinagres). Para ello, las muestras 
fueron extraídas mediante una extracción en fase sólida (SPE) con un cartucho de resinas de 
modo mixto (Oasis MCX 1cc). Posteriormente, fueron derivatizadas con 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) como reactivo derivatizante precolumna y se analizaron 
con un cromatógrafo líquido acoplado a un detector de fluorescencia.  
El método analítico fue validado exitosamente para la determinación de 9 aminas biógenas en 
vinagres, (histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina, espermina, 
metilamina y feniletilamina) en términos de selectividad, linealidad, sensibilidad (LD y LQ), 
precisión (repetibilidad y precisión intermedia) y recuperación de acuerdo con los criterios 
establecidos por AOAC (AOAC, 1993).  
El método validado fue empleado para determinar aminas biógenas en diferentes tipos de 
vinagres, entre los que se encuentran 6 tipos de vino tinto, 4 de vino blanco, 3 de manzana y 3 
balsámicos. Además se evaluaron 10 vinagres de vino de Jerez, divididos en 3 vinagres de Jerez, 
3 vinagres de Jerez Reserva, 3 vinagres de Jerez Gran Reserva y 1 Pedro Ximénez. El contenido 
total de aminas biógenas en vinagres osciló entre 23.35 y 1445.2 µg/L. La metilamina y la 
feniletilamina no fueron detectadas en ningún vinagre. Por otro lado, putrescina fue la amina 
biógena que presentó mayores concentraciones en la mayoría de las muestras. De los vinagres 
analizados, los vinagres balsámicos y el vinagre “Pedro Ximénez” presentaron mayor 
concentración de aminas biógenas, mientras que las cantidades más baja fueron obtenidas en los 
vinagres de manzana, de vino blanco y de vino de Jerez. Del mismo modo, el análisis de 
componentes principales (PCA) permitió separar los diferentes tipos de vinagres según el perfil 
de aminas biógenas, a excepción de los vinagres de vino tinto. 
Por otro lado, los cambios en el perfil de aminas biógenas fueron monitorizados durante el 
almacenamiento de botellas de vino abiertas. Para ello, se seleccionaron tres tipos de vino 
diferentes (vinos tintos de calidad media y de alta calidad y vino blanco joven). Las botellas de 
vino una vez abiertas se mantuvieron en diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura 
y tipo de tapón). La concentración de aminas biógenas en los vinos recién abiertos variaron de 
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5.08 a 39.2 mg/L. En general, los vinos tintos presentaron mayores cantidades de histamina y 
putrescina, mientras que el vino blanco mostró una concentración similar para tiramina, 
putrescina e histamina. Por el contrario, la metilamina y la espermina no se detectaron en 
ninguna muestra. Aunque se observaron ligeros cambios en la concentración de algunas aminas 
biógenas en las diferentes condiciones de almacenamiento, ninguna de ellas aumentó de forma 
significativamente en ningún caso. 
El análisis de componentes principales (PCA) permitió agrupar los diferentes tipos de vino 
usando las aminas biógenas como variables. Estos resultados fueron confirmados tras el análisis 
discriminante lineal (LDA), el cual pudo discriminar los tres tipos de vino según el tiempo de 
almacenamiento. Finalmente, se observó una marcada correlación positiva entre histamina, 
tiramina, putrescina y cadaverina considerando la concentración de aminas biógenas de todas 
las muestras (r = 0.73-0.94). 
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a b s t r a c t
This paper reports the determination of biogenic amines by high-performance liquid chromatography
(HPLC) and fluorescence detection after derivatization with 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl
carbamate (AQC) in balsamic, apple, and red, white, and Sherry wine vinegars. A solid-phase extraction
(SPE) with mixed-mode resins method was used before analysis. The method was successfully validated
obtaining adequate values of selectivity, response linearity, precision, accuracy, and low detection and
quantification limits. The total content of biogenic amines in vinegars ranged from 23.35 to 1445.2 lg/
L, being lower than those reported in wines. Putrescine was the amine that showed the highest concen-
trations in most samples. Methylamine and phenylethylamine were not determined in any vinegar.
Balsamic and ‘‘Pedro Ximénez’’ Sherry vinegars reached the highest amounts of biogenic amines, while
apple, white and Sherry wine vinegars had the lowest concentrations. Principal component analysis using
the biogenic amines as variables, allowed to separate the different kind of vinegars, excepting red
vinegars.
 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Amines are organic nitrogenous bases of low molecular weight,
which are found especially in food and beverages from fermenta-
tive processes (Brink, Damink, Joosten, & Huis in’t Veld, 1990; Kirs-
chbaum, Rebscher, & Brückner, 1999). Most of these compounds
are usually formed through the microbial decarboxylation of ami-
no acids (Brink et al., 1990), which depend on the specific bacteria
strain(s) present, the level of the carboxilase activity and the avail-
ability of the amino acids substrate (Rivas, González, Landete, &
Muñoz, 2008; Suzzi & Gardini, 2003).
Despite the multiple physiological functions of biogenic amines,
the consumption of food containing high amounts of these com-
pounds can have toxicological effects and can cause problems in
special consumers with a reaction to them (Brink et al., 1990; Silla,
1996). Hence, biogenic amines have been determined in a wide
range of food products including fish, meat, vegetables, dairy prod-
ucts, nuts, chocolate, beer and wines (Brink et al., 1990; Lorenzo,
Martinez, Franco, & Carballo, 2007).
Vinegar is one the most widespread and common product in the
world because it is available in every country in several different
varieties (Mazza & Murooka, 2009). It is derived from the conver-
sion of ethanol to acetic acid by bacteria. It can therefore be pro-
duced from any alcoholic material, ranging from alcohol–water
mixture to wine (Tesfaye, Morales, García-Parrilla, & Troncoso,
2002). Wine vinegar is the result of two fermentation processes,
the conversion of sugars from must into ethanol by yeast and the
oxidation of the ethanol by acetic acid bacteria (Callejón et al.,
2009). Since biogenic amines are found especially in beverages
from fermentative processes, it is interesting to know the levels
of these compounds in vinegars. However, the determination of
biogenic amines has been poorly studied in these products.
Analytical determination of biogenic amines is not simple due
to the variety of their chemical structures and because they are
usually present at low concentrations in complex matrices. High-
performance liquid chromatography (HPLC) is the technique most
often used to determine these amines due to its high resolution,
sensitivity and simple preparation (Hernández-Orte, Peña-Gallego,
Ibarz, Cacho, & Ferreira, 2006). However, biogenic amines do not
have good absorption properties in the visible, ultraviolet or fluo-
rescence wavelength ranges. For this reason, chemical derivatiza-
tion prior to HPLC is used to the determination of these
compounds (Peña-Gallego, Hernández-Orte, Cacho, & Ferreira,
2009). The derivatization reagents most widely used are: O-phthalal-
dehyde (OPA) (Hernández-Orte et al., 2006; Soleas, Carey, &
Goldberg, 1999), dansyl chloride (Dns-Cl) (Hernández-Orte et al.,
2006; Moret & Conte, 1996) or 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccin-
imidyl carbamate (AQC) (Busto, Guash, & Borrull, 1996;
Hernández-Orte et al., 2006; Peña-Gallego et al., 2009), phenyl
isothiocyanate (PITC) (Calull, Marcé, Fábregas, & Borrull, 1991),
fluorenyl methyl chloroformate (FMOC) (Kouwatli, Chalom, Tod,
Farinotti, & Mahuzier, 1992), among others. PITC derivatives can-
not be detected by fluorescence and the methods used for them
are less sensitive than those for other derivatization reagents.
FMOC gives good sensitivity and stability derivatives, but it
0308-8146/$ - see front matter  2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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produces multiples products from a single amine, so it is not suit-
able when dealing with complex samples or multiple standards.
Dns-Cl is a non-specific reagent, since it can react with other sub-
stances such as phenols or aliphatic alcohols in addition to primary
and secondary amine groups (Busto et al., 1996). On the other
hand, OPA can react only with primary amines. It reacts easily
within about 30 s in the presence of a reducing agent, and forms
strong fluorescent derivatives increasing the selectivity of the
method (Önal, 2007). However, OPA derivatives are not very stable,
they no allow for clean-up after the derivatization processes and
strict derivatization conditions are also necessary (Busto et al.,
1996). AQC has shown to be a suitable derivatization agent for
the determination of biogenic amines in wines (Busto et al.,
1996; Hernández-Orte et al., 2006; Peña-Gallego et al., 2009). It re-
acts with primary and secondary amines giving stable fluorescent
compounds and the excess of reagent is hydrolysed during the
derivatization reaction avoiding interferences.
Most methods used in amine analysis are direct methods with-
out previous treatments. However, the resulting chromatograms
are complex because other compounds present in the samples
can react with the derivatizing agent producing fluorescent com-
pounds (Peña-Gallego et al., 2009). Hence, some methods using so-
lid-phase extraction (SPE) prior derivatization of amines have been
developed to avoid these interferences (Molins-Legua & Campins-
Falcao, 2005). Recently, a SPE with mixed-mode resins method
has been successfully developed for the determination of biogenic
amines in wine (Peña-Gallego et al., 2009).
In this context, the aim of this study was the determination of
biogenic amines in vinegar using SPE and AQC as derivatizing
agent. For that, the method was validated and then was applied
to different types of vinegars: balsamic, apple, and red, white,
and Sherry wine vinegars.
2. Materials and methods
2.1. Reagents and standards
‘‘AccQ-Fluor’’ Kit supplied by Waters (Milford, MA, USA) con-
sists of 6-aminoquinolyl-N-hydrosysuccinimidyl carbamate re-
agent (AQC), acetonitrile to dissolve the reagent and 0.2 mM
sodium borate buffer, pH 8.8. Biogenic amine standards were pur-
chased from Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany) and 2-amine-
heptanoic acid (internal standard) was supplied by Fluka (Buchs,
Switzerland). Calcium disodium EDTA and calcium chloride were
supplied from Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium ace-
tate and sodium hydroxide were obtained from Panreac (Castellar
del Vallès, Barcelona) and trihydrate triethylamine (TEA), methanol
(HPLC grade) and hydrochloric acid 32% (v/v) were acquired from
Merck (Darmstadt, Germany). Orthophosphoric acid 85% (v/v)
was purchased from Prolabo (Fontenay-sous-bois, France). Ultra-
pure water was obtained from a Milli-Q water purification system
(Millipore, Bedford, MA, USA).
The amine standards were prepared individually dissolving the
pure compounds in methanol (2 g/L), except agmatine and sperm-
ine which were dissolved in water. Concentrated solutions of
amine standards (500 mg/L) were prepared by diluting the stan-
dard solution with water. The synthetic vinegar was an aqueous
solution containing 7% (v/v) acetic acid.
2.2. Samples
A total of 26 vinegars were analysed: 6 red wine (RWV1-
RWV6), 4 white wine (WWV1–WWV4), 10 sherry wine (VJ1–VJ3,
VJR1–VJR3, VJGR1–VJGR3, PX), 3 balsamic (BV1–BV3), and 3 apple
vinegars (AV1–AV3). RWV1 was the sample vinegar used for the
validation of method. Among Sherry wine vinegar, one was a ‘‘Ped-
ro Ximénez’’ (PX) Sherry vinegar. The rest of them belonged to the
three categories established by the Sherry vinegar regulation in
accordance with ageing time in oak barrels: ‘‘Vinagre Jerez’’ (VJ),
minimum 6 month-old; ‘‘Reserva’’ (VJR) vinegars, at least 2 years-
old; and ‘‘Gran Reserva’’ (VJGR) vinegars, at least 10 years-old
(Dirección General de Industria y Mercados Alimentarios., 2009).
Samples were obtained from markets (commercial vinegars),
excepting two samples which were obtained directly from the win-
eries (RWV2 and VJGR1).
2.3. Solid-phase extraction (SPE) procedure
SPE procedure was performed following the method proposed
by Peña-Gallego et al. (2009). Resin employed was Oasis MCX
1 cc (30 mg) Extraction Cartridges resins from Waters (MA, USA).
Oasis MCX resins are composed of mixed-mode: reverse-phase
(C18) and ion exchange sorbents (sulphonic groups). These were
conditioned by passing 2 mL of methanol followed by 2 mL of
Milli-Q water. Then, the sample (0.6 mL) was percolated. Three
consecutive washings were made: (a) 2 mL of 10 mM H3PO4/MeOH
(90:10) solution; (b) 2 mL of 10 mM NaOH/MeOH (70:30) solution;
(c) 2 mL of 10 mM CaCl2/MeOH (70:30) solution. Then, the analytes
were eluted with 1.2 mL of the 100 mM NaOH/MeOH (65:35) solu-
tion. The eluate was collected in a vial containing 100 lL of 1.2 M
HCl. Between each loading, washing and eluting stage, the column
was washed with 1 mL of Milli-Q purified water.
2.4. Derivatization of standards and samples
Prior to the derivatization reaction, work solutions were pre-
pared as follows:
In case of standards, 40 lL of internal standard (2-aminehepta-
noic acid at a concentration of 2 mg/L) were added to 200 lL of the
amine concentrated solutions and then the mixture was diluted
adding 760 lL of Milli-Q purified water. In case of samples, they
were not diluted due to their low levels of biogenic amines. Hence,
they were prepared adding 40 lL of internal standard (2 mg/L) to
960 lL of sample after the extraction.
Then, the derivatization was performed by ‘‘AccQ-Fluor’’ kit
according to the kit’s instructions: 20 lL of work solution was buf-
fered with 60 lL of a 0.2 M solution of sodium borate at pH 8.8. The
derivatization reaction was made by adding 20 lL of the AQC
solution.
2.5. Equipment
HPLC analysis was carried out in a Waters equipment consisting
of an autosampler injector Waters 717, a Waters 600E system con-
troller connected to a fluorescence detector, Waters 474. Data
treatment was performed in a Waters Millennium data station.
The column was a Luna C18, 5 lm, 250  4.6 mm and guard col-
umn 4.0  3.0 mm from Analytical Phenomenex, (Torrance, CA,
USA).
Detection was carried out by fluorescence with excitation at
250 nm and emission at 395 nm. The injection volume was 10 lL
and the separation was obtained at a flow rate of 1 mL/min at
65 C with a gradient program employed by Hernández-Orte
et al. (2006).
Mobile phase A consisted of a 140 mM solution of sodium ace-
tate trihydrate and 17 mM of TEA adjusted to pH 5.05 and mobile
phase B was methanol. All mobile phase were filtered through a
membrane filter with a mean pore size of 0.45 lm (Millipore) prior
to use.
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2.6. Statistical analysis
All statistical analyses were performed by means of Statistica
software (StatSoft, 2001). One-way ANOVA was performed to eval-
uate significant differences among types of vinegars (significance
levels p < 0.05). Principal Component Analysis (PCA) was carried
out as unsupervised method to ascertain the degree of differentia-
tion between samples and the compounds were accounting for the
differences.
3. Results and discussion
3.1. Method validation
The analytical method developed by Peña-Gallego et al. (2009)
was adapted and validated for the determination of biogenic
amines in vinegar. The validation parameters studied were the
selectivity, response linearity, sensitivity (detection and quantifi-
cation limits), precision (repeatability and intermediate precision)
and accuracy (recovery studies).
The selectivity was tested using a vinegar sample. The selec-
tivity criterion was that the resolution between adjacent peaks
(R) was at least 1.5 (González & Herrador, 2007). In our case,
R values obtained for all the peaks were higher than 1.5. There-
fore, acceptable peak resolutions for biogenic amines were
achieved (Fig. 1).
The linearity of the method was determined by regression anal-
ysis of the relative area (ratio between peak area of biogenic
amines to the peak area of the internal standard) versus the amine
concentration. For that, eight standards solutions of amines in con-
centrations ranging from 20 to 1000 lg/L were prepared and ana-
lysed in triplicate. Results of regression analysis and correlation
analysis (R2) are shown in Table 1. For all the biogenic amines, R2
were above 0.991, showing a linear relation between the standards
concentration and the detector response.
According to Peña-Gallego et al. (2009), the limits of detection
(LDD) and quantitation (LDQ) were calculated based on the ratio
3Sbo/m and 10Sbo/m, respectively. Sbo is the uncertainty of the
background noise, which is calculated from the absolute area of
the background noise measured around each amine divided by
the area of the internal standard, and m is the slope of the respec-
tive linear calibration. As shown in Table 1, the limits of detection
ranged from 7 to 26 lg/L and the limits of quantification were be-
tween 17 and 68 lg/L. Comparing to the literature, LDD of most
amines were of the same order than those reported by other
authors who also used AQC (Busto et al., 1996; Hernández-Orte
et al., 2006) and lower than those obtained by other methods
(Gómez-Alonso, Hermosín-Gutiérrez, & García-Romero, 2007; Her-
bert, Santos, & Alves, 2001). Specifically, LDD and LDQ for hista-
mine, tyramine putrescine and cadaverine were similar or even
lower than those obtained by Peña-Gallego et al. (2009). Hence,
the analytical method showed to be sensitive enough for the deter-
mination of biogenic amines.
The precision (repeatability and intermediate precision) was
expressed as relative standard deviation (RSD) and were calculated
employing a vinegar sample diluted with water (65% v/v) and
spiked with 1 mg/L of each standard.
The repeatability of the method was studied injecting five suc-
cessive of a derivatized spiked vinegar and the relative standard
deviation ranged from 0.5 for methylamine to 6.7 for spermine (Ta-
ble 1). These values were lower than those obtained by Peña-Gal-
lego et al. (2009) except for putrescine, which showed a RSD of 6.6.
The study of intermediate precision was performed along a period
of 7 days in which the derivatized spiked vinegar was injected in
duplicates at five working sessions. The values obtained ranged
from 2.7 for spermine to 10.9 for cadaverine (Table 1). Results of
repeatability and intermediate precision are in agreement with
the values proposed by AOAC (AOAC, 1993).
Recovery was determined by adding two quantities (0.5 and
5 mg/L) of each amine to a vinegar sample diluted with water
(65%). Results of this study can be seen in Table 1. A good degree
of accuracy was achieved for most of the compounds, reaching
recovery percentages up to 80% and lower than 110%. These are
within the acceptable range for AOAC for concentration between
0.1 and 10 mg/L (AOAC, 1993). Only putrecine, agmatine at low
addition level and cadaverine at high level showed recovery values
below 80% (73.6%, 65.3%, and 67.4%, respectively).
3.2. Sample analysis
The proposed method was applied for the determination of


























Fig. 1. Chromatogram of a standard solution. (1) Histamine, (2) agmatine, (3) methylamine, (4) tyramine, (5) putrescine, (6) cadaverine, (7) internal standard, (8)
phenylethylamine, (9) spermidine, (10) spermine.
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results of these samples are summarised in Table 2. The total con-
tent of biogenic amines in vinegars ranged from 23.35 to
1445.2 lg/L (Table 2). These amounts were lower than found in
wines, since total amounts of amines in these products can reach
even 130 mg/L (Soufleros, Barrios, & Bertrand, 1998). There is little
information on the biogenic amine production by acetic bacteria in
the literature. In fact, we are only aware of one work in which no
strains of acetic bacteria were able to produce biogenic amines in
synthetic medium, wine and grape must (Landete, Ferrer, & Pardo,
2007). On the other hand, according to Ancín-Azpilicueta,
González-Marco, and Jiménez-Moreno (2008), some amines, such
as histamine and tyramine, can be degraded by oxidase enzymes
present in some bacteria. Hence, these two facts could explain the
lower amounts of biogenic amines found in vinegars.
In general, methylamine and phenylethylamine were not
determined in any vinegar. According to some authors, the
concentration of volatile amines seems to decrease during fermen-
tation process (Ancín-Azpilicueta et al., 2008; Herbert, Cabrita,
Ratola, Laureano, & Alves, 2005) probably due to their volatility
or their metabolization during the fermentation (Herbert et al.,
2005). These facts could also explain the no presence of
methylamine and phenylethylamine amines in vinegars. Although
cadaverine was present in a higher number of samples, putrescine
followed by histamine were the amines that showed the highest
concentrations, reaching values up to 525 and 309 lg/L, respec-
tively (Table 2). These results were expected since these amines
were the most abundant in wines (Herbert et al., 2005;
Hernández-Orte et al., 2006; Peña-Gallego et al., 2009). High levels
of putrescine and histamine in wine may reflect poor hygiene
conditions during winemaking (Konakovsky et al., 2011). Never-
theless, these levels may be of difficult definition because of the
wide range of concentrations found in wines (Soufleros et al.,
Table 1



































Histamine 8.943 100–750 0.079 ± 0.001 +2.7741 0.999 15 51 1.3 2.1 1.7 7.7 88.8 6.3 95.0 3.2
Agmatine 10.613 100–750 0.059 ± 0.003 1.2284 0.993 20 68 0.7 2.5 0.7 5.1 65.3 6.2 99.5 3.7
Methylamine 13.130 100–750 0.161 ± 0.005 +1.7355 0.996 19 64 1.4 0.5 1.9 5.0 96.3 9.5 98.2 7.0
Tyramine 27.682 100–750 0.119 ± 0.004 +3.5711 0.997 26 57 1.6 2.0 1.8 8.7 80.3 6.4 95.0 7.8
Putrescine 32.721 50–750 0.267 ± 0.008 +1.7481 0.997 12 39 0.9 6.6 0.7 10.5 73.6 2.2 99.8 2.4
Cadaverine 35.991 20–250 0.624 ± 0.020 13.7996 0.997 7 17 0.7 1.0 0.8 10.9 80.1 9.4 67.4 12.7
Phenylethylamine 39.278 100–750 0.267 ± 0.005 +6.2198 0.999 12 39 1.3 1.6 1.5 8.7 106.2 2.1 86.7 9.0
Spermidine 40.205 100–750 0.160 ± 0.004 +5.4470 0.997 19 64 0.9 1.3 1.0 8.1 87.9 10.3 96.7 9.5
Spermine 44.788 100–1000 0.085 ± 0.003 9.3447 0.991 14 48 1.4 6.7 1.4 2.7 89.2 12.9 98.6 3.3
RT, retention time; R2, correlation coefficients; LOD, limits of detection; LOQ, limits of quantification; RSD, relative standard deviation.
Table 2
Concentration of biogenic amines in vinegars.
Type of vinegar Samples Mean concentration (lg/L) ± Standard deviation
Histamine Agmatine Methylamine Tyramine Putrescine Cadaverine Phenylethylamine Spermidine Spermine Total
Red wine RWV1 n.q. n.q. n.d. n.d. 79 ± 3 n.d. n.d. n.d. n.d. 79
RWV2 n.q. n.q. n.d. n.d. 51.9 ± 0.4 27.12 ± 0.03 n.d. n.d. 137.7 ± 0.2 216.72
RWV3 150 ± 3 n.q. n.d. n.q. 166 ± 2 51.7 ± 0.2 n.d. 154 ± 3 116.97 ± 0.04 638.67
RWV4 129.1 ± 1.2 n.q. n.d. n.q. 208.9 ± 1.4 60.4 ± 0.3 n.d. n.d. 115.1 ± 0.2 513.5
RWV5 n.q. n.q. n.d. n.d. 78.2 ± 0.4 n.d. n.d. n.q. n.d. 78.2
RWV6 258 ± 6 100 ± 10 n.d. n.q. 276 ± 6 25.00 ± 0.14 n.d. 101 ± 2 n.d. 760
White wine WWV1 n.q. n.q. n.d. n.d. 54 ± 2 25.0 ± 0.1 n.d. n.d. 115.2 ± 0.2 194.2
WWV2 n.d. n.q. n.d. n.d. 57.0 ± 0.4 23.96 ± 0.03 n.d. n.d. 119.29 ± 0.13 200.25
WWV3 n.q. n.q. n.d. n.d. n.q. 27.4 ± 0.3 n.d. n.q. 129.0 ± 0.1 156.4
WWV4 n.d. n.q. n.d. n.d. 104 ± 2 n.d. n.d. n.d. 119.26 ± 0.05 223.26
Sherry wine VJ1 n.d. n.q. n.d. n.d. 77.4 ± 0.6 23.76 ± 0.05 n.d. n.q. n.d. 101.16
VJ2 n.d. n.q. n.d. n.d. 120 ± 10 28.4 ± 0.1 n.d. n.d. n.d. 148.4
VJ3 n.d. n.q. n.d. n.d. 120 ± 10 24.20 ± 0.04 n.d. n.d. n.d. 144.2
‘‘Reserva’’ sherry wine VJR1 n.d. n.q. n.d. n.d. 61.8 ± 0.5 23.3 ± 0.1 n.d. n.d. n.d. 85.1
VJR2 n.d. n.q. n.d. n.d. 148.3 ± 2.3 23.41 ± 0.01 n.d. n.d. n.d. 171.71
VJR3 n.d. n.q. n.d. n.d. n.d. 23.43 ± 0.03 n.d. n.d. n.d. 23.43
‘‘Gran Reserva’’ sherry wine VJGR1 153.1 ± 1 n.q. n.d. n.q. 161.1 ± 0.8 23.40 ± 0.03 n.d. n.d. n.d. 337.6
VJGR2 n.d. nq n.d. n.d. 75 ± 1 23.11 ± 0.01 n.d. n.d. n.d. 98.11
VJGR3 n.q. n.q. n.d. n.d. n.q. 24.52 ± 0.03 n.d. n.q. n.d. 24.52
Pedro Ximénez PX 253 ± 26 166.3 ± 0.1 n.q. n.q. 115.9 ± 0.1 27.68 ± 0.04 n.d. 131 ± 3 n.d. 693.88
Balsamic BV1 163 ± 3 125.5 ± 2.3 n.d. n.q. 51.5 ± 0.5 27.53 ± 0.01 n.d. 124 ± 3 n.d. 491.53
BV2 190.2 ± 0.6 210 ± 30 n.d. n.d. 205.0 ± 1.5 23.52 ± 0.02 n.d. 157.5 ± 2.5 n.d. 786.22
BV3 309 ± 6 147.0 ± 1.1 n.d. 216.2 ± 0.4 525 ± 6 24.7 ± 0.2 n.d. 223.3 ± 2.2 n.d. 1445.2
Apple AV1 n.d. n.q. n.d. n.d. n.d. 23.35 ± 0.02 n.d. n.d. n.d. 23.35
AV2 n.q. n.q. n.d. n.d. n.q. 24.11 ± 0.01 n.d. n.d. n.d. 24.11
AV3 n.q. n.q. n.d. n.d. n.d. 24.1 ± 0.1 n.d. n.d. n.d. 24.1
n.q., non quantified; n.d., non detected.
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1998). In general, 8–40 mg of histamine can cause slight poisoning,
over 40 mg moderate, while over 100 mg severe poisoning
(Parente et al., 2001). Putrescine has no adverse health effect but
can increase the potential toxicity of histamine (Hernández-Orte
et al., 2006). The concentration of these amines in vinegars was
much lower than these values. Hence, the potential toxicity of
these amines in vinegar is practically negligible.
Red wine vinegars were the samples which showed more differ-
ences among them. The total content of biogenic amines ranged
from 78.2 to 760 lg/L (Table 2). The last value corresponds to the
RWV6 sample which stood out for its higher concentrations of his-
tamine and putrescine. This variability in the concentration of
amines in red wine vinegars is due to numerous factors such as
the variety of grape, the method of winemaking employed, the spe-
cific bacterial strain present and the availability of free amino acids
(Ancín-Azpilicueta et al., 2008; Herbert et al., 2005; Naila, Steve,
Graham, & Meerdink, 2010). In fact, some authors found that wines
produced from the varieties with the highest concentrations of
assimilable amino acids were those with the highest concentration
of biogenic amines (Herbert et al., 2005).
The total content of biogenic amines in white wine vinegars was
more similar and lower than values found for most red wine vine-
gars, ranging from 156.4 to 223.26 lg/L. These results are in agree-
ment to several authors, since amine levels in red wines are usually
higher than in white wines due to the different winemaking meth-
od employed (Ancín-Azpilicueta et al., 2008). In fact, high pH and
malolactic fermentation have an important influence in the gener-
ation of amines. Thus, red wines are generally less acidic and fur-
thermore, in wine-making, malolactic fermentation usually has a
greater importance than in white wines (Romero, Sánchez-Viñas,
Gázquez, & Bagur, 2002). As shown in Table 2, in addition to
methylamine and phenylethylamine, histamine, agmatine, tyra-
mine and spermidine were not quantified in any white wine vine-
gar. Several authors suggested that histamine and tyramine are
formed primarily during the malolactic fermentation (Konakovsky
et al., 2011; Soufleros et al., 1998), and this could explain the not
quantified levels of these amines in white wine vinegars. On the
contrary, spermine was quantified in all white wine vinegars and
cadaverine and putrescine in most of them. These amines pre-
sented similar concentrations in almost all white wine vinegar
samples. According to Soufleros et al. (1998), cadaverine seems
that is not very influenced by malolactic fermentation and this
could be a possible reason why this amine is present in most of
the white wine vinegars.
Sherry vinegars also showed low concentrations of total bio-
genic amines, ranging from 23.43 to 337.6 lg/L (Table 2). These
values seem be similar to those found in white wine vinegar, and
therefore, lower than values of most red wine vinegars. This result
was expected since, Sherry wines showed to have low biogenic
amines levels compared with red wines (Moreno-Arribas & Polo,
2008). In these samples, agmatine, tyramine, spermidine and
spermine were not quantified in any Sherry vinegar. On the con-
trary, cadaverine was the only amine quantified in all samples
and putrescine in most of them (Table 2). This is in agreement to
Moreno-Arribas and Polo (2008), since the highest mean values
were recorded for putrescine and cadaverine during the biological
ageing of Sherry wines. Comparing the three different ageing
categories of Sherry wine vinegars, we could say that the time of
ageing in wood barrel had not a clear influence on the biogenic
amines profile. Cadaverine presented a fairly constant concentra-
tion in all the samples in agreement to values found in Sherry
wines (Moreno-Arribas & Polo, 2008). Excepting VJGR1, histamine
values were below detection limits.
Pedro Ximénez Sherry vinegar (PX) showed significant differ-
ences in total values of biogenic amines, being higher than those
reached by the rest of Sherry vinegars (Table 2). This fact could
be due to the addition of Pedro Ximénez wine during the elabora-
tion process of PX vinegar (Dirección General de Industria y Merca-
dos Alimentarios, 2009). Furthermore, this addition of Pedro
Ximénez wine can also explain that Sherry vinegar reached signif-
icant higher amounts of total biogenic amines than all white wines
and most of red wine vinegars (Table 2). Among the amines deter-
mined, histamine was the mayor amine in the PX vinegar, reaching
even significantly higher concentrations than all analysed vinegars,
excepting the balsamic ones. Spermidine could be quantified in PX
vinegar, unlike Sherry vinegars. On the other hand, spermine and
tyramine were not quantified in this PX sample (Table 2).
In general, apple vinegars showed the lowest amounts of total
biogenic amines, being significant with respect to white wine, PX
and balsamic vinegars (Table 2). This result was expected since
the total mean biogenic amines levels found in ciders were lower
than values reported in wines (Garai, Dueñas, Irastorza, Martín-
Álvarez, & Moreno-Arribas, 2006). Most of amines were present
under quantification and detection limits. Only cadaverine could
be quantified in all apple vinegar samples, but reaching very low
concentrations (Table 2).
On the contrary, balsamic vinegars, along with the PX, were the
samples with the highest contents in biogenic amines. Balsamic
vinegars are produced from the concentrated must of Trebbiano
or other local grapes. There are two kinds of balsamic vinegars,
‘‘aceto balsamico tradizionale di Modena’’ and ‘‘aceto balsamico
di Modena’’. The samples analysed in this study belong to the last
type (‘‘aceto balsamico di Modena’’), which are produced by a dou-
ble fermentation with a possible addition of wine vinegar during
its manufacture (Erbe & Brückner, 1998). The concentration of total
biogenic amines in these vinegars ranged from 491.53 to
1445.2 lg/L, being significantly higher than those found in apple,
Sherry and white wine vinegars (Table 2). This could due to the to-
tal amino acid content since, according to Erbe and Brückner
(1998), balsamic vinegars showed much higher amounts of amino
acids than Sherry and cider.
Among the biogenic amines analysed, spermine was not de-
tected in any balsamic samples. On the contrary, histamine was
the amine most abundant, showing similar concentration to PX
and significantly higher than all apple, Sherry and white wine vin-
egars (Table 2). Putrescine also reached high concentration, but no
similar concentration was observed, ranging from 50 to 500 lg/L.
Furthermore, it must be emphasised the high amounts of agmatine
and spermidine in balsamic vinegars. In fact, these two amines
reached significant differences in their concentrations with respect
to all vinegar except PX.
3.3. Principal component analysis
Principal component analysis (PCA) was performed to evaluate
whether the profile of biogenic amines were great enough to dis-
tinguish the different kind of vinegars analysed in this study. First,
we carried out the PCA considering all samples. However, we ob-
served the WWV4 sample was not placed near the other white
wine vinegars due to this sample did not contain cadaverine and,
was subsequently distorting the analysis. Hence, we decided to
repeat the PCA removing this sample, obtaining that the principal
four components explained 94% of the cumulative variance. The
corresponding scores and loadings are plotted into the plan made
up of the first two principal components in Fig. 2. PC1 seems to
separate the samples according to total amounts of biogenic
amines. Thus, apple, Sherry and white wine vinegars were placed
on the right side of the graph, while those vinegars richer in these
amines (balsamic and PX vinegar) were on the left. As mentioned
above, red wine vinegars showed a wide range of concentration.
For that reason, all of them are not placed in the same quadrant.
On the other hand, PC2 seems to separate the samples according
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to the presence or absence of spermine. Samples with spermine,
such as white and some red wine vinegars, were separated from
the rest of them. As consequence of PCA results, the samples ap-
pear distributed in different separated groups. Apple and most
Sherry vinegars were together, since they presented lower concen-
trations of biogenic amines and did not show spermine. Only
VJGR1 was placed along to the group formed by balsamic and PX
vinegars, since it was the Sherry vinegar with the highest concen-
trations in biogenic amines and it was the only one that presented
histamine. This could be possible due this vinegar was obtained
from the winery, and their ageing time was much higher than
the rest of Sherry vinegars. White wine vinegars were related to
spermine and, for that, they were separated from apple and Sherry
vinegars despite their low concentrations of biogenic amines.
As mentioned above, red wine vinegars were the only samples
that do not appear together due to their different amounts and pro-
file of biogenic amines. RWV2, RWV3 and RWV4 were related to
cadaverine and spermine. However, the first one appears in other
quadrant, together the white wine vinegars, since histamine was
not quantified. Spermine and cadaverine were not quantified in
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Fig. 2. Graphic of scores (A) and loadings (B) into the plan made up of the first two principal components.
2718 J.L. Ordóñez et al. / Food Chemistry 141 (2013) 2713–2719
RWV1 and RWV5, and for that reason were placed in the contrary
quadrant of RWV2. Finally, RWV6 was the only red wine vinegar
with agmatine. Hence, it was the only red wine vinegar placed next
to the balsamic ones.
4. Conclusions
A method for the determination of biogenic amines in vinegar
was successfully validated obtaining adequate values to selectivity,
response linearity, precision and accuracy, as well as low detection
and quantification limits. Its utility for the routine analysis of bio-
genic amines in vinegar has been proved. In general, the concentra-
tion of biogenic amines in vinegars was lower than found in wines.
These results suggest that biogenic amines are not produced and
even degraded during acetic fermentation. Hence, further studies
about the evolution of biogenic amines during the elaboration of
vinegar are necessary to confirm this hypothesis. Among analysed
vinegars, balsamic and ‘‘Pedro Ximénez’’ Sherry vinegars reached
the highest amounts of biogenic amines, while apple vinegar had
the lowest concentrations. These results were confirmed by the
analysis of PCA, since the different kinds of vinegars were sepa-
rated using the biogenic amines as variables, excepting red wine
vinegars due to their different amines profile.
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A B S T R A C T
Changes in biogenic amines profile during storage of opened wine bottles have been monitored. Three different
wine types were selected (standard and high quality red wines and young white wine), and once opened, wine
bottles were kept in different storage conditions (temperature and stopper kind). The total concentration of
biogenic amines in just opened bottles ranged between 35.4–39.2 mg/L in standard quality red wine;
18.5–22.8 mg/L in high quality red wine; and 5.08 mg/L in bulk young white wine. Both red wines showed
higher amounts of histamine and putrescine, whilst the white wine contained tyramine, putrescine and hista-
mine in a similar concentration. Cadaverine presented a similar concentration for all samples (0.25–0.42 mg/L).
Methylamine and spermine were not detected in any sample. The results from 36 samples showed that biogenic
amines did not increase significantly in any case. Slight changes in the concentration of certain biogenic amines
were detected as a result of the different storage conditions. A principal component analysis using biogenic
amines as variables allowed to group the different kinds of wine. Linear Discriminant Analyses grouped the three
wine types by storage time. Histamine and cadaverine showed a marked positive correlation in all wine types.
1. Introduction
Biogenic amines are generally considered as a food hazard, even
though there is not a threshold for these biomolecules in the European
legislation, except for histamine in fishery products (European
Commission Regulation (EC) 2073/2005). Recently, a scientific opinion
elaborated by the European Food Safety Authority (EFSA) remarked the
risk associated with the synthesis of biogenic amines in fermented
products, such as cheese, wine, beer, fermented sausages, among others
(EFSA, 2011). Thus, histamine is the most widely studied amine due to
its ability to produce headaches, hypotension and digestive problems,
while tyramine is often associated with migraine and hypertension
(Maintz and Novak, 2007). The relation between these biogenic amines
in wine and headache remains controversial (Krymchantowski and Da
Cunha Jevoux, 2014; Panconesi, 2008), although they may effect a
synergistic action (Maintz and Novak, 2007). Furthermore, the effects
of these amines may be potentiated by other biogenic amines such as
putrescine, cadaverine and agmatine (EFSA, 2011).
Biogenic amines are organic nitrogenous bases of low molecular
weight that have been detected and quantified in a great deal of fer-
mented foods and are mainly formed by microbial decarboxylation of
some amino acids. On the other hand, volatile amines can be formed by
amination and transamination of aldehydes and ketones (Peña-Gallego
et al., 2012). Biogenic amines are stable compounds and once they are
formed it is difficult to eliminate them (EFSA, 2011).
For all the reasons mentioned above, literature on biogenic amines
in different food products, especially in fermented products, is ex-
tensive. The concentration of biogenic amines in fermented products
depends mainly on three factors: specific bacteria strain(s) present in
the fermentation media, carboxylase activity and the amount of pre-
cursor amino acids in the substrate (De Las Rivas et al., 2008).
Besides, other factors may play an important role in the final con-
centration of biogenic amines in wine. Thus, nitrogenous fertilization,
climatic conditions during growth, grape variety, geographic location
or the level of maturation may cause changes in the amino acids profile
in grapes. Moreover, the amino acids concentration may be altered by
different prefermentative treatments such as clarification, crushing or
duration of maceration process (Herbert et al., 2005). On the other
hand, some factors involved in alcoholic and malolactic fermentations,
such as pH, temperature, SO2 concentration, turbidity or volatile acidity
may also affect the concentration of biogenic amines (Herbert et al.,
2005).
Wine has specifically been studied throughout its different stages of
elaboration and storage. Thus, the concentration of biogenic amines has
been determined in grapes (Bauza et al., 2007); musts (Del Prete et al.,
2009; García-Marino et al., 2010; Rodriguez-Naranjo et al., 2013; Wang
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et al., 2014); alcoholic fermentation (García-Marino et al., 2010;
Martínez-Pinilla et al., 2013; Rodriguez-Naranjo et al., 2013; Wang
et al., 2014); malolactic fermentation (García-Marino et al., 2010;
Martínez-Pinilla et al., 2013; Wang et al., 2014); aging in barrels or
tanks (García-Marino et al., 2010; Hernández-Orte et al., 2008); and in
a closed bottle (González Marco and Ancín Azpilicueta, 2006; Pérez-
Magariño et al., 2013). However, reports focusing on the changes in the
concentration of biogenic amines in an opened wine bottle are scarce.
In general, total concentrations of biogenic amines in red wines are
higher than in white wines (Konakovsky et al., 2011; Martuscelli et al.,
2013). This fact is due to the malolactic fermentation that takes place in
all red wines and just in some white wines, converting malic acid into
lactic acid and increasing the medium pH. This reaction is performed by
lactic acid bacteria, which are the main producers of biogenic amines
and, in addition, their decarboxylase enzymes improve their activity
with a higher pH (Landete et al., 2007).
High–performance liquid chromatography (HPLC) is the most em-
ployed technique for the determination of biogenic amines due to its
high resolution, sensitivity and simple preparation (Hernández-Orte
et al., 2006). However, it is necessary to use derivatization reagents to
improve sensitivity in the analysis (Peña-Gallego et al., 2012). Table 1
shows the different reagents used, together with the detection systems
applied and the concentrations of biogenic amines found in grape
musts, wines and wine vinegars from different countries. AQC
(6–aminoquinolyl–N–hydroxysuccinimidyl carbamate) has been widely
employed as a derivatization reagent for the determination of biogenic
amines with low detection limits (50–300 fmol) (Callejón et al., 2008;
Hernández-Orte et al., 2006; Peña-Gallego et al., 2009).
The existing studies on the field of the biogenic amines profile in
finished wines are mainly focused on wines kept in closed bottles. Given
that in the restaurant sector wine may be kept in opened bottles, we
found interesting to monitor the evolution of biogenic amines in opened
bottles along time. The aim of this work was to evaluate the evolution
of biogenic amines in different bottled wine samples once opened and
submitted to different storage conditions in terms of temperature, kind
of stopper and use of vacuum devices, in order to ascertain if these
conditions may change the original biogenic amine profile.
2. Materials and methods
2.1. Reagents and standards
The “AccQ–Fluor” Kit supplied by Waters (Milford, MA, USA) con-
sists of 6–aminoquinolyl–N–hydroxysuccinimidyl carbamate reagent
(AQC), acetonitrile to dissolve the reagent, and 0.2 mM sodium borate
buffer, pH 8.8. The Oasis MCX 1cc (30 mg) Extraction Cartridges resins
were acquired from Waters. Biogenic amine standards (Table 2), α–a-
minobutyric acid (internal standard) (purity ≥99%), calcium disodium
EDTA (purity ≥99%) and calcium chloride (purity ≥96%) were ob-
tained from Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium acetate
(purity ≥99%) and sodium hydroxide (purity 98–100.5%) were sup-
plied by Panreac (Castellar del Vallès, Barcelona, Spain), and trihydrate
triethylamine (TEA) (purity ≥99%), methanol (HPLC grade) (purity
≥99.8%) and hydrochloric acid 32% (v/v) were acquired from Merck
(Darmstadt, Germany). Orthophosphoric acid 85% (v/v) was purchased
from Prolabo (Fontenay–sous–bois, France). Ultrapure water was ob-
tained from a Milli–Q water purification system (Millipore, Bedford,
MA, USA).
The amine standard solutions (n = 9) were prepared individually
by dissolving the pure compounds in methanol, except agmatine and
spermine which were dissolved in water. Concentrated solutions of
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2.2. Samples
Three different types of wine were considered as follows: standard
quality red wine (up to three months in wood barrel) elaborated with
100% Garnacha grapes from Navarra (Spain), containing 13.5% (v/v)
ethanol and pH 3.37; high quality red wine (at least twelve months in
wood barrel. DO Rioja 2011) elaborated with 80% Tempranillo grapes
and 20% Garnacha tinta and Mazuelo grapes from Rioja (Spain), con-
taining 13.5% (v/v) ethanol and pH 3.45; and bulk young white wine
elaborated with a mixture of Garrido fino, Pedro Ximenez and Palomino
fino grapes from Sevilla (Spain), containing 11.5% (v/v) ethanol and
pH 3.06. Four bottles of each red wine and a container of bulk white
wine (5 L) were purchased from local supermarkets in Sevilla (Spain).
Then, the container of bulk white wine was divided into four bottles
and subsequently stoppered. The variables selected for storage condi-
tions were temperature and kind of stopper. Regarding temperature,
wine bottles were maintained at room (25 °C) or refrigerated (4 °C)
temperature. Likewise, concerning the kind of stopper, two strategies
were applied to stopper the bottles: either they were re-corked or we
used a stopper which has a vacuum pump that extracts the air from the
bottle (Vacu Vin ®). Thus, samples were coded as A (Room temperature
and cork stopper), B (Room temperature and vacuum), C (Refrigeration
temperature and cork stopper), and D (Refrigeration temperature and
vacuum).
An aliquot of 30 mL was taken from each bottle 0, 4 and 10 days
after it was opened, and they were immediately frozen. Ten days were
set as the maximum reasonable time for an opened bottle to be con-
sumed, as the sensory qualities are progressively lost due to oxidative
degradation and the effects of microorganisms (Silva Ferreira et al.,
2003; Bartowsky and Henschke, 2008). The analysis of biogenic amines
from each sample was carried out in duplicate, hence a total of 36 wine
samples were analysed.
2.3. Samples preparation
Solid–phase extraction (SPE) was performed in order to avoid in-
terferences in wine samples, following the method proposed by Peña-
Gallego et al. (2009). The resin employed was Oasis MCX 1 cc (30 mg)
Extraction Cartridges resins from Waters. SPE were performed adding
0.6 mL of wine samples into extraction cartridges, they were cleaned
with different solutions (2 mL of 10 mM H3PO4/MeOH (90:10) solu-
tion, 2 mL of 10 mM NaOH/MeOH (70:30) solution and 2 mL of 10 mM
CaCl2/MeOH (70:30)) and they were eluted with 1.2 mL of the 100 mM
NaOH/MeOH (65:35) solution in a vial containing 100 μL of 1.2 M HCl.
2.4. Determination
Work solutions were prepared prior to the derivatization reaction.
Thereby, the mixture was prepared adding 100 μL of internal standard
(α–aminobutyric acid at a concentration of 2 mg/L) either to 900 μL of
standards (biogenic amines concentrated solutions) or to samples after
the extraction.
Determination of biogenic amines was performed by high–-
performance liquid chromatography (HPLC) employing AQC as deri-
vatizing reagent, following the procedure previously adapted and va-
lidated by our research group (Ordóñez et al., 2013). Thus, 20 μL of
work solution was buffered with 60 μL of a 0.2 M solution of sodium
borate at pH 8.8, and the derivatization reaction was made by adding
20 μL of the AQC solution.
HPLC analysis was carried out in a Waters equipment consisting of
an autosampler injector Waters 717 and a Waters 1525 Binary HPLC
pump system controller connected to a fluorescence detector, Waters
474. Data treatment was performed in a Waters Millennium data sta-
tion. The column was a Luna C18, 5 μm, 250 × 4.6 mm and guard
column 4.0 × 3.0 mm from Analytical Phenomenex, (Torrance, CA,
USA).
Detection was carried out by fluorescence with excitation at 250 nm
and emission at 395 nm. The injection volume was 10 μL and the se-
paration was obtained at a flow rate of 1 mL/min at 65 °C with a gra-
dient program employed by Ordóñez et al. (2013).
Mobile phase A consisted of a 140 mM solution of sodium acetate
trihydrate and 17 mM of TEA adjusted to pH 5.05, and mobile phase B
was methanol. All mobile phases were filtered through a membrane
filter with a mean pore size of 0.45 μm (Millipore, Bedford, MA, USA)
prior to use.
The linearity of the method was determined by a regression analysis
of the relative area (ratio between peak area of biogenic amines to the
peak area of the internal standard) versus the amine concentration. In
order to do so, standard solutions of amines in concentrations ranging
from 0.02 to 15 mg/L were prepared and analysed in triplicate, and
correlation coefficients (R2) above 0.997 for all the biogenic amines
were obtained. According to ICH guidelines (2005), the limits of de-
tection (LD) and quantitation (LQ) were calculated based on the ratio of
3.3 σ/S and 10 σ/S, respectively. Thus, σ is the standard deviation of
the response, and S is the slope of the calibration curve. The LD ranged
from 0.027 (spermidine) to 0.07 mg/L (spermine) and the LQ were
between 0.083 (spermidine) and 0.212 mg/L (spermine). LD of most
amines were similar to those reported by other authors who also used
AQC (Peña-Gallego et al., 2009; Ordóñez et al., 2013).
2.5. Statistical analysis
All statistical analyses were performed by means of STATISTICA
software version 7 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). One–way ANOVA was
performed to evaluate significant differences between sampling days
during the evolution of wine (significance levels p< 0.05). Principal
Component Analysis (PCA) was carried out as an unsupervised method
to visualize the degree of differentiation between the different types of
wine samples. Linear Discriminant Analysis (LDA) was carried out to
evaluate whether the profiles of biogenic amines were different enough
to distinguish between days 0, 4 and 10. Correlation was performed to
ascertain the degree of relationship between the different biogenic
amines.
3. Results and discussion
The evolution of biogenic amines in opened wine bottles was
monitored along time. These bottles were kept under different condi-
tions in terms of temperature, kind of stopper and use of vacuum de-
vices. The period of time considered in this study was 10 days.
3.1. Biogenic amines profile in just opened bottles
The biogenic amine concentrations (mg/L) determined in the dif-
ferent wine samples considered in this study are summarised in Table 3.
The total content of biogenic amines ranged from 5.08 to 39.2 mg/L in
the set of just opened wine samples. In previous reported studies, the
total concentrations of biogenic amines in wines were highly variable
from trace to 180 mg/L (Table 1). As expected, the white wine samples
presented a significantly lower concentration (Table 3). On the other
hand, standard quality red wine samples had twice the concentration of
biogenic amines than high quality red wine samples. These data are in
accordance with García-Marino et al. (2010) who observed that press
red wine had higher amounts of biogenic amines than the free run red
wine, as this one is of a higher quality.
The most abundant biogenic amines in the three types of wines were
histamine and putrescine, as expected (Table 3). Putrescine is formed
by ornithine decarboxylase or arginine deiminase (De Las Rivas et al.,
2008; Mangani et al., 2005). Red wines had higher amounts of hista-
mine, putrescine and, in a lesser extent, tyramine than white wine,
whilst the concentration of cadaverine was similar in all the samples
(Table 3). These results agreed with previous studies (Table 1)
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emphasizing the fact that these biogenic amines are mainly formed
during the malolactic fermentation (Konakovsky et al., 2011; Mangani
et al., 2005), and this could explain the lower amounts of these amines
in white wines.
In addition, standard quality red wine presented equal amounts of
histamine and putrescine, whilst the rate for high quality red wine was
2:1. These results were in line with those obtained by García-Marino
et al. (2010). According to Preti et al. (2016) the histamine con-
centration was higher in red wines with a lower price. On the contrary,
they reported that red wines with a higher price showed a higher
amount of putrescine. On the other hand, histamine, putrescine and
tyramine showed similar concentrations in white wine, in accordance
with other studies (Table 1). In addition, agmatine was only quantified
in a low concentration in the high quality red wine. This may be due to
the presence of this biogenic amine in grapes, as stated in a previous
study (Bauza et al., 2007). Moreover, agmatine is a precursor in one
biochemical pathway of the synthesis of putrescine (Landete et al.,
2008). Regarding the rest of biogenic amines, such as methylamine,
phenylethylamine, spermine and spermidine, they were either not de-
termined or quantified in low concentrations, according to other studies
with different types of wines (Henríquez-Aedo et al., 2012; Marcobal
et al., 2005; Rodriguez-Naranjo et al., 2013). As reported in previous
studies, the low concentrations of volatile amines (phenylethylamine
and methylamine) could be due to their decrease during the fermen-
tation process (Ancín-Azpilicueta et al., 2008; Herbert et al., 2005).
3.2. Effect of the storage time and conditions
During the storage of the opened bottles of wine at the different
conditions, slight changes were observed in the profile of biogenic
amines and the pH (Table 3).
In the standard quality red wine, the total amount of biogenic
amines showed a significant trend to decrease along time, regardless of
the storage conditions (Table 3a). This trend is mainly observed in the
concentration of histamine, and in a lesser extent in cadaverine, which
decreased significantly from the fourth to the tenth day in all cases
(Table 3a). However, phenylethylamine and spermidine increased sig-
nificantly along time in all conditions, but their amounts are so low that
they do not affect the total concentrations.
Regarding the high quality red wine, some differences were found
between the different conditions of storage (Table 3b). Thus, those
samples that were not kept in vacuum showed a significant trend to
decrease along time, whilst those wines kept in vacuum did not show
significant changes in the total concentrations of biogenic amines.
These differences are mainly due to tyramine, since this amine de-
creased significantly from the fourth day of storage in those wines kept
in vacuum. In this type of wine, histamine also diminished along time in
all conditions. In previous studies, Vidal-Carou et al. (1990) observed
that histamine and tyramine concentrations did not increase during
wine spoilage in different temperatures of storage. Regarding cada-
verine, we can highlight its significant increase from the fourth to the
tenth day in those wines kept refrigerated, with or without vacuum.
Unlike red wines, white wine did not show a clear and significant
trend in the total content of biogenic amines. Although the concentra-
tions of the different amines are much lower, we can observe a sig-
nificant increase in histamine concentrations from the fourth day in all
conditions, as opposed to red wines (Table 3). Besides, phenylethyla-
mine and spermidine showed an opposite trend. Thus, at the beginning,
phenylethylamine increased significantly while spermidine decreased,
whereas from the fourth day both trends were reversed. Cadaverine
decreased significantly in all conditions from the fourth day, except in
the sample kept at room temperature and without vacuum, whose
concentrations were constant.
In general, the evolution of biogenic amines in the three types of
wine did not show a clear common trend. It should be pointed out that
the histamine concentration decreased in both red wines but increased
in white wine. This fact is in accordance to Ortega-Heras et al. (2014)
who observed that the content of histamine increased about 0.4 mg/L
after 6 months in bottle in samples of white wine.
In addition, the different storage conditions employed in this ex-
periment did not affect the biogenic amines profile and the pH.
Similarly, most biogenic amines showed just slight changes during their
storage at different temperatures in closed red wine bottles (González
Marco and Ancín Azpilicueta, 2006).
3.3. Statistical exploration of the data
Considering the concentration of biogenic amines in all the samples,
we found a marked positive correlation between histamine, tyramine,
putrescine and cadaverine (r = 0.73–0.94) (Table 4). These results
were similar to those obtained by other authors (Herbert et al., 2005;
Konakovsky et al., 2011). Specially, histamine and cadaverine showed a
marked positive correlation in the three types of wine; thus, we ob-
tained r = 0.73 for white wine, whilst r = 0.76 and r = 0.50 were
obtained for standard and high quality red wine, respectively.
Principal component analysis (PCA) was performed to evaluate
whether the profiles of biogenic amines were useful to separate and
group the different types of wine selected in this study. Thus, the first
two principal components accounted for 87.8% of the total variance.
Fig. 1 shows the corresponding scores, and loadings were plotted using
the first two principal components. Regarding the loadings of the
variables, the first principal component (PC1) is constituted by the
positive effect of agmatine and phenylethylamine, while putrescine,
tyramine, histamine, cadaverine and spermidine had a negative effect.
Thus, the graphic of scores shows that the high quality red wine and the
young white wine samples were placed in the right side (positive),
unlike the standard quality red wine samples. On the other hand, the
positive effect in the second principal components (PC2) is formed by
all the biogenic amines, except for putrescine, which was located in the
negative section. As shown in Fig. 1(A), high quality red wine samples
were placed in the quadrant which was more influenced by agmatine
and phenylethylamine. Besides, PCA was not able to group samples of
this wine regarding their storage time. Standard quality red wine
samples were placed in the quadrant dominated by putrescine. These
samples showed a slight trend regarding the storage time. This fact was
due to an overall change in the biogenic amines profile, mainly related
Table 4
Correlation between different biogenic amines in the wine samples.
Histamine Agmatine Tyramine Putrescine Cadaverine Phenylethylamine Spermidine
Histamine −0.0318 0.898 0.876 0.863 −0.420 0.364
Agmatine −0.0317 −0.128 −0.323 0.133 0.698 0.665
Tyramine 0.898 −0.128 0.944 0.767 −0.446 0.287
Putrescine 0.876 −0.323 0.944 0.733 −0.518 0.205
Cadaverine 0.863 0.133 0.767 0.733 −0.259 0.285
Phenylethylamine −0.420 0.698 −0.446 −0.518 −0.259 0.504
Spermidine 0.364 0.665 0.287 0.205 0.285 0.504
Significance: p < 0.05.
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to histamine, putrescine, spermidine and agmatine. Finally, young
white wine samples were placed in the quadrant which was less related
to biogenic amines, and these samples did not show any trend regarding
the storage time.
In order to explore differences among samples taking into account
the storage time for each wine, another multivariate statistical analysis
was applied. Hence, three linear discriminant analyses (LDA) were
performed to evaluate whether the concentrations of biogenic amines
were different enough to distinguish the samples from days 0, 4 and 10
for the three types of wine under study. A standard analysis was
employed for each wine type, using the whole set of biogenic amine
concentrations as variables, obtaining a classification matrix of 100%
for all cases. Thus, theWilk's Lambda for standard quality red wine, high
quality red wine and young white wine were 0.000491, 0.037 and
0.00387, respectively. Besides, p-value was 0.000 in all the analyses,
showing that the variables selected had power for discrimination. The
scatterplots of the canonical scores are shown in Fig. 2. As it can be
observed, the biogenic amines profiles were able to separate the sam-
ples of the three wines according to their storage time and regardless of
storage conditions, although the distances were quite close, especially
Fig. 1. Graphs of the first two principal components of wine
samples. Scores of samples (A) and loadings of variables (B).
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in high quality red wine (Fig. 2). Hence, this wine showed to have a
higher stability along time. Besides, these results confirmed that the
different storage conditions did not produce important changes in the
biogenic amines profile.
4. Conclusions
This work concludes that the bottles of wine opened and kept in
different storage conditions (temperature and stopper) did not show an
important increase in the concentrations of biogenic amines. The bio-
genic amines profile changed slightly along time in the three types of
wines, but the final concentration of these biomolecules in wines was
mainly determined by their initial amounts. Histamine, followed by
putrescine, were the most abundant biogenic amines, but their con-
centrations were not enough to cause food poisoning. LDA confirmed
that the samples were grouped according to their storage time, re-
gardless of the storage conditions.
In general, these results suggest that the concentrations of biogenic
amines in opened wine bottles suffered slight changes during storage.
Hence, further microbiology studies, as well as chemical stability ana-
lysis, are necessary to determinate which factors affect mainly in the
evolution of biogenic amines during storage.
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Resumen 
Este capítulo se centra en el desarrollo y validación de un método de cromatografía líquida para 
la determinación de metabolitos en muestras de orina, plasma y heces de ratas tras la ingesta de 
un extracto rico en proantocianidinas. De este modo, para la detección de los analitos se utilizó 
un espectrómetro de masas de alta resolución (HRMS) que nos permitía obtener información 
sobre las estructuras de los derivados formados. Además, no se usaron enzimas hidrolíticas, 
tales como glucuronidasas o sulfatasas, permitiendo identificar metabolitos conjugados 
específicos. Además, el uso de varios compuestos derivados no comerciales obtenidos por 
síntesis química permitió una validación y cuantificación más precisa de éstos. 
El método analítico fue validado exitosamente para la determinación de un total de 34 
metabolitos, incluyendo 3 flavanoles, 4 derivados de valerolactonas y 27 ácidos fenólicos y 
ácidos aromáticos en tres matrices biológicas (plasma, orina y heces) en términos de 
especificidad, linealidad, sensibilidad (LD y LQ), precisión (intradía y interdía), recuperación y 
efecto matriz de acuerdo con los criterios establecidos por EURACHEM (EURACHEM, 2014). 
El método se aplicó en muestras de orina, plasma y heces de ratas tras la ingesta de un extracto 
vino rico en proantocianidinas. El contenido fecal total de derivados de ácidos fenólicos y 
aromáticos fue de 683±152 nmol, equivalente al 4,6% del extracto de proantocianidina ingerido. 
Por otro lado, los derivados de ácidos fenólicos y aromáticos fueron los principales compuestos 
encontrados en las muestras de orina, con una excreción total de 2567 ± 230 nmol, equivalente 
al 17.3% de la ingesta. En el caso de las muestras de plasma, los valores más altos de 
concentración máxima (Cmax) fueron para el ácido 3-(3’-hidroxifenil)propiónico (2568 
nmol/L), el ácido 3-(fenil)propiónico-3’-sulfato (1405 nmol /L), el ácido 4-hidroxibenzoico 
(2660 nmol/L) y el ácido hipúrico (433478 nmol/L).  
La aplicación del método permitió identificar por primera vez 8 derivados conjugados de 
fenilvalerolactonas y 6 derivados de ácidos fenilvaléricos en las muestras de orina, plasma y 
heces tras la ingesta del extracto de semilla de uva rica en proantocianidinas. 
Este estudio proporciona una evaluación detallada de la absorción, el metabolismo y el 
catabolismo del extracto rico en proantocianidinas por las ratas, mostrando la importante 
participación de la microbiota colónica en su transformación por el organismo. Además, la 
identificación de nuevos metabolitos procedentes de la degradación microbiana de estos 
compuestos ayudó a proponer una ruta de degradación colónica para las proantocianidinas. 
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A B S T R A C T
This study developed, optimized and validated an ultra-high-performance liquid chromatography–high-resolu-
tion mass spectrometry (UHPLC-HRMS) method to identify and quantify metabolites and microbial-derived
catabolites in urine, plasma and feces of rats following ingestion of 50mg of a red wine proanthocyanidin-rich
extract. The method was validated for specificity, linearity, limit of detection (LD) and quantification (LQ), intra-
day and inter-day precision, recovery and matrix effects, which were determined for 34 compounds in the three
biological matrices. After method validation, three parent flavan-3-ols, four 5-carbon side chain ring fission
metabolites, and 27 phenolic acid and aromatic catabolites were quantified in plasma, urine and feces after red
wine proanthocyanidin intake. These results establish the value of the UHPLC-HRMS protocol in obtaining a
detailed picture of proanthocyanidin metabolites and their microbial-derived catabolites, along with their phase
II metabolites, in biological fluids of rat, and potentially in human clinical studies designed to evaluate the
bioavailability of dietary flavan-3-ols.
1. Introduction
(Poly)phenols and related compounds are a group of plant-derived
secondary metabolites which have been reported to play a key role in
the protective effects linked to a plant-based diet rich in fruits, vege-
tables and their derived products such as cocoa and teas (Del Rio et al.,
2013; Granato, Santos, Maciel, & Nunes, 2016). Special attention has
focused on the potential health benefits of flavan-3-ols, comprising
(−)-epicatechin, (−)-epigallocatechin, (−)-epicatechin-3-O-gallate
and (−)-epigallocatechin-3-O-gallate, and their oligomeric forms, the
proanthocyanidins (aka condensed tannins) that are formed from the
condensation of monomeric units, between two and five units for
oligomers and over five units for polymers, differing in their position
and configuration of their monomeric linkages, with the dimers B1, B2,
B3 and B4 being among those detected most frequently (Crozier,
Jaganath, & Clifford, 2006). Flavan-3-ols are commonly present in
foodstuffs including cereals, legumes and fruits and vegetables, with
especially high levels being found in green tea, red wine, cocoa-based
products and apples. Their consumption has been linked to a reduced
incidence of chronic diseases such as cardiovascular- and diabetes-re-
lated pathologies, as well as neurodegenerative disorders (Crozier et al.,
2006; Feliciano, Pritzel, Heiss, & Rodríguez-Mateos, 2015; Rodríguez-
Mateos et al., 2014; Zanotti et al., 2015; Zhang & Tsao, 2016).
It is now apparent that it is not the parent (poly)phenols in plant
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foods, but their metabolites/colonic catabolites, that exert potential
health effects in vivo (Williamson & Clifford, 2017). Unlike other fla-
vonoids, it has been shown that oligomeric and polymeric flavan-3-ols
are poorly absorbed in vivo with only dimers, and occasionally trimers,
being reported to reach the circulatory system of rats (Serra, Maciá,
Romero, Piñol, & Motilva, 2011; Serra et al., 2009; Tsang et al., 2005;
Urpi-Sarda, Monagas, Kham, 2009) and humans (Feliciano, Krueger, &
Reed, 2015; Sasot et al., 2017; Urpi-Sarda, Monagas, Kham, et al., 2009;
Wiese et al., 2015), albeit at very low concentrations. Consequently, the
majority of the ingested proanthocyanidins are likely to pass unchanged
from the proximal to the distal section of the gastrointestinal tract
where they are subjected to the action of the resident microbiota, being
converted to a diversity of catabolites, more readily absorbed in situ,
such valeric acids and valerolactones and phenolic acids and aromatic
compounds (Rodríguez-Mateos et al., 2014; Brindani et al., 2017; Del
Rio et al., 2010; Sasot et al., 2017). Since these microbial-derived
products and their phase II metabolites may contribute to the health
benefits associated to the consumption of flavan-3-ols, it is of im-
portance to determine their levels in biological matrices after the con-
sumption of a flavan-3-ol-rich food.
A number of different analytical methods involving mass spectro-
metry have been utilised for the analysis of flavan-3-ol metabolites and
catabolites in human and animal biological samples after the ingestion
of flavan-3-ol rich food products. In some instances samples were
subjected to enzyme hydrolysis to deconjugate glucuronide and sulfate
moieties prior to analysis (Ding et al., 2013; Saenger, Hubner, & Humpf,
2017). The efficacy of glucuronidase/sulfatase enzyme preparations
varies and sulfates are not hydrolysed efficiently and, as a consequence,
quantitative estimates are inaccurate (Gasperotti, Masuero, Guella,
Mattivi, & Vrhovsek, 2014; Saha et al., 2012). There are only a limited
number of investigations in which reliable and validated analytical
methods, with appropriate reference compounds, have been utilised for
the analysis of metabolites and colon-derived catabolites in biological
fluids after a (poly)phenol rich food such as anthocyanins in human
urine, plasma and feces (Ferrars et al., 2014) and flavan-3-ols in human
urine and plasma (Borges, van der Hooft, & Crozier, 2016; Feliciano,
Mecha, Bronze, & Rodriguez-Mateos, 2016; Ottaviani et al., 2016; Sasot
et al., 2017) and animal tissues (Goodrich & Neilson, 2014). In the
circumstances, sensitive and robust methodologies are needed to ac-
curately quantify metabolites and catabolites derived from flavan-3-ols
and other dietary (poly)phenols in biological samples. This would aid
not only bioavailability and mode of action studies but also help in the
development of reliable biomarkers of (poly)phenol intake in epide-
miological studies.
The aim of the current study was to develop and validate an ana-
lytical UHPLC-HR-MS method to identify and quantify metabolites and
microbial-derived catabolites, using authentic standards. The protocol
was then applied to the analysis of urine, plasma and feces of rats fol-
lowing the ingestion of a 50mg wine proanthocyanidin extract.
2. Experimental
2.1. Chemicals
Formic acid, LC-MS grade acetonitrile, acetic acid, ethyl gallate,
(−)-epicatechin, procyanidin B1, procyanidin B2 and the phenolics 3′-
hydroxycinnamic acid, ferulic acid, 3-(3′-methoxy-4′-hydroxyphenyl)
propionic acid (dihydroferulic acid), 3-(3′-hydroxy-4′-methoxyphenyl)
propionic acid (dihydroisoferulic acid), 3-(3′-hydroxyphenyl)propionic
acid, 3-(4′-hydroxyphenyl)propionic acid, 3-phenyllactic acid, 3′-hy-
droxy-4′-methoxyphenylacetic acid (isohomovanillic acid), 3′-methoxy-
4′-hydroxyphenylacetic acid (homovanillic acid), 3-hydro-
xyphenylacetic acid, 4-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxybenzoic
acid, 3-hydroxybenzoic acid, 4′-hydroxymandelic acid, 1,3,5-trihy-
droxyphenol (phloroglucinol) and hippuric acid were purchased from
Sigma-Aldrich (Poole, Dorset, U.K.). Ferulic acid-4′-O-glucuronide,
ferulic acid-4′-sulfate, coumaric acid-3′-O-glucuronide, caffeic acid-3′-
O-glucuronide, isoferulic acid-3′-O-glucuronide, 3-(3′-hydroxyphenyl)
propionic acid-4′-O-glucuronide (dihydrocaffeic acid-4′-O-glucur-
onide), 3-(4′-hydroxyphenyl)propionic acid-3′-O-glucuronide (dihy-
drocaffeic acid-3′-O-glucuronide), 3-(3′-methoxyphenyl)propionic acid-
4′-O-glucuronide (dihydroferulic acid-4′-O-glucuronide), 3-(3′-methox-
yphenyl)propionic-acid-4′-sulfate (dihydroferulic acid-4′-sulfate), 3-
(phenyl)propionic acid-3′-sulfate and 3-(phenyl)propionic acid-3′-O-
glucuronide were kindly provided by Denis Barron (Nestle Research
Center, Lausanne, Switzerland) and Gary Williamson (School of Food
Science and Nutrition, University of Leeds, UK). 4′-Hydroxyhippuric
acid was obtained from Bachem (UK) Ltd (St Helens, UK). Standard
compounds of 5-(3′,4′-dihydroxyphenyl)-γ-valerolactone, 5-(3′-hydro-
xyphenyl)-γ-valerolactone, 5-(phenyl)-γ-valerolactone-3′-sulfate and 5-
(phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-glucuronide were synthesized according
to Curti et al. (Curti et al., 2015) and Brindani et al. (Brindani et al.,
2017). They are catalogued on the standards sharing platform Food-
ComEx (www.foodcomex.org).
2.2. Isolation of a red wine proanthocyanidin extract
A red wine proanthocyanidin extract was obtained from a young,
unfinded Cabernet Sauvignon wine from the Coonawarra region of
South Australia that had not been stored in barrels and so did not
contain any oak-derived proanthocyanidins. The tannin isolation and
purification method was that of Bindon and Smith (Bindon & Smith,
2013) with the following modifications. Wine was added directly to a
slurry of Amberlite FPX66 resin (Dow Chemical Company, Spring
House, PA, USA) prepared according to the manufacturer’s instructions,
and reconstituted in 12% v/v ethanol to allow adsorption of phenolics.
The wine and resin slurry was then filtered through glass wool, and the
aqueous fraction discarded. The resin was then washed with Milli-Q
water, and the phenolics were eluted in 70% (v/v) acetone containing
0.05% v/v trifluoroacetic acid (TFA) followed by pure acetone. Acetone
was removed under reduced pressure at 35 °C and then methanol was
added to a final concentration of 50% (v/v) methanol, 0.05% v/v TFA
and loaded onto a glass column packed with 500mL of Toyopearl HW-
40C (Sigma, Castle Hill, NSW, Australia) which had been equilibrated
with the loading solvent. The column was washed with 2.5 L 50% (v/v)
methanol, 0.05% v/v TFA, and the eluant discarded. Proanthocyanidins
were eluted using 800mL of 70% (v/v) acetone containing 0.05% (v/v)
TFA. The acetone was removed under reduced pressure at 35 °C, after
which the remaining aqueous fraction partitioned three times against
half volumes of ethyl acetate which were discarded. The remaining
traces of ethyl acetate were removed from the aqueous phase under
reduced pressure at 35 °C. The aqueous extract was then frozen in liquid
nitrogen, lyophilised and recovered as a fine powder that was stored
under nitrogen prior to use.
2.3. Animal feeds
Male Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Genest-St-Isle, France)
weighing 200 ± 15 g were housed in individual stainless-steel meta-
bolic cages in a controlled temperature environment (23 ± 1 °C),
subjected to a 12 h light/dark cycle with free access to both tap water
and diet. The animals were handled in compliance with European
Union rules and according to the guidelines of the NIH and the
Committee on Animal Care at the University of Montpellier (France).
Prior to supplementation, the rats were fasted overnight and re-
ceived by gavage 50mg of a red wine proanthocyanidins extract in
distilled water (1 mL/rat). At 24 h after gavage, three rats were an-
esthetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital (60 g L−1
at a dosage of 60mg kg−1 body), and blood samples were collected in
heparinized tubes by cardiac puncture. Plasma was prepared by cen-
trifugation at 4000 rpm for 10min at 4 °C, and then stored at −80 °C
prior analysis. Similarly, urine and feces were collected for a 24 h after
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gavage and immediately frozen at −80 °C. In order to obtain baseline
values control rats received 1mL distilled water by gavage.
2.4. Analysis of red wine proanthocyanidin extract
Methanolic aliquots of the red wine proanthocyanidin extract were
analysed using an Exactive Orbitrap mass spectrometer (Thermo
Scientific, San José, CA, USA) linked to an UHPLC pump, a PDA de-
tector scanning from 200 to 600 nm, and an autosampler operating at
4 °C (Dionex Ultimate 3000 RS, Thermo Corporation). Chromatographic
separation was achieved using a 250× 4.6mm, 5 µm Develosil Diol
100 Å column (Phenomenex, Cheshire, UK) with chromatographic
conditions described by Robbins et al. (2009).
After passing through the flow cell of the PDA detector the column
eluate was split and 0.8 mLmin−1 directed to a FP-2020 fluorescence
detector (Jasco, Easton, MD, USA) and 0.2mLmin−1 to the UHPLC-HR-
MS operating in negative ionization mode. The capillary temperature
was 300 °C, sheath gas was 60 units, auxiliary gas was 60 units, sweep
gas was 5 units and spray voltage was 4 kV. Data acquisition and pro-
cessing were carried out using Xcalibur 3.0 software (Thermo Scientific,
San José, CA, USA). Proanthocyanidins were identified on the basis of
their exact mass and retention time when standards were available and
quantified in (−)-epicatechin equivalents using fluorescence peak
areas, after which estimates were adjusted to account for the reduced
fluorescence response for the proanthocyanidin oligomers and poly-
mers (Robbins et al., 2009).
2.5. Processing of urine, plasma and feces
Plasma samples were defrosted, vortexed and extracted according to
Ludwig et al. (2015). Briefly, 400 µL aliquots were mixed with 1mL of
2% formic acid in acetonitrile. The samples were then vortexed for
1min and ultrasonicated for 10min. After centrifugation at 16,100g for
10min, supernatants were reduced to dryness in vacuo using a
Speedvac concentrator (Eppendorf, Hamburg, Germany) and re-
suspended in 100 µL of methanol:water:formic acid (50:50:0.1, v/v/v)
which was centrifuged at 16,100g for 10min and 5 µL aliquots of the
supernatant analysed by UHPLC-HR-MS.
Feces were extracted using a previous described method (Serra
et al., 2009) with some modifications. To 100mg of freeze-dried feces,
50 µL of ascorbic acid 1% and 100 µL of phosphoric acid 4% were
added. The mixture was spiked with 1 µg of ethyl gallate as an internal
standard. The samples were first extracted with 800 µL of water/me-
thanol/phosphoric acid 4% (94/4.5/1.5, v/v/v) using a sonicator for
30 s (Digital Sonifier model S-150D ultrasonic cell disruptor, Branson,
Teltow, Germany) and maintained in ice to avoid heat. The supernatant
was decanted and the pellet re-extracted three times with 500 µL of the
same solvent, as described above. The three supernatants were com-
bined, a 1mL aliquot mixed with 1mL of 4% phosphoric acid and
loaded onto OASIS HLB cartridges (3 mL, 60mg) previously condi-
tioned with 1mL of methanol and 1mL of 0.2% acetic acid. Column
was washed with 1mL 4% phosphoric acid and 1mL of 0.2% acetic
acid. The retained compounds were eluted with 2×1mL acetone/
MilliQ water/acetic acid (70/29.5/0.5, v/v/v). The eluate was reduced
to dryness using a Speedvac concentrator (Eppendorf, Germany) and
resuspended in 25 µL of acidified methanol (1% formic acid) to which
225 µL of 0.1% aqueous formic acid was added. The resuspended ex-
tracts were centrifuged at 16,000g for 10min at 4 °C in a 0.2 µm Mi-
croespin Eppendorf filter (Alltech Associates Applied Sciences, Lanca-
shire, UK) prior to analysis by UHPLC-HR-MS.
2.6. UHPLC-HR-MS analysis of urine, plasma and feces
Separation was performed on a 150×4.6mm i.d. 2.6 µm Kinetex
Phenyl-Hexyl 100 A column (Phenomenex, Torrance, CA,) maintained
at 40 °C. The mobile phase was pumped at a flow rate of 0.4mLmin−1
with 60min gradient of 3–50% of 0.1% formic acid methanol in 0.1%
aqueous formic acid. After passing through the flow cell of the PDA
detector the column eluate went directly to an Exactive Orbitrap mass
spectrometer (Thermo Scientific, San José, CA) fitted with a heated
electrospray ionization probe (HESI) operating in negative ionization
mode. Full scans were recorder in a m/z range from 100 to 1800 with a
resolution of 50,000 Hz and with a full AGC target of 100,000 charges,
using 2 microscans. Analyses were also based on scans with in-source
collision-induced dissociation (CID) at 25.0 eV. MS experiment condi-
tions with HESI in negative ionization mode were: (i) capillary tem-
perature was 275 °C, the heater temperature was 100 °C, the sheath gas
was 70 units, the auxiliary gas was 10 units, and the spray voltage was
4.0 kV.
Prior to analyses, the Exactive Orbitrap MS was externally cali-
brated using ready-to-use calibration mixtures (Pierce ESI Negative Ion
Calibration Solution and Pierce LQT ESI Positive Ion Calibration
Solution) (Thermo Scientific). Quality control samples (QC) were ap-
plied to assess and ensure the analytical process. The QC samples,
composed of identical aliquots of representative pools of the urine,
plasma and fecal samples, were injected regularly throughout the run.
Data acquisition and processing were carried out using Xcalibur 3.0
software (Thermo Scientific, San José, CA).
Targeted identifications of (−)-epicatechin metabolites, phenylva-
lerolactones and other phenolics were achieved by comparing the exact
mass and the retention time with available standards. Quantification of
metabolites and phenolic catabolites were carried out by selecting the
theoretical exact mass of the molecular ion by reference to standard
curves prepared in diluted urine, plasma or feces.
2.7. Method validation
The analytical method was validated for specificity, linearity, limit
of detection (LD), limit of quantification (LQ), intra-day and inter-day
precision and recovery, as well as matrix effects, according to Eurachem
guideline (Magnusson & Örnemark, 2014).
Linearity was assessed for 34 compounds (Fig. 1) by preparing in-
dividual stock solutions in methanol or dimethyl sulfoxide. These so-
lutions were diluted and pooled to obtain standard solutions at a con-
centration of 100 µmol/L in 1% of formic acid in methanol. Working
solutions were prepared with a concentration ranging from
0.20 nmol L−1 to 140 µmol/L for linear calibration curves, depending
on each compound. For calibration curves reference compounds were
prepared in methanol/formic acid (99:1, v/v) diluted baseline urine,
plasma or feces. A minimum of 9 calibration levels were used and a
linear regression function was fitted to each compound.
The sensitivity of the method was calculated as the limited of de-
tection (LD) and limit of quantification (LQ) of each compound in the
plasma, urine and fecal matrices. The LD was determined as the con-
centration corresponding to 3 times the signal-to-noise ratio (S/N),
while LQ was calculated as the concentration corresponding to 10 times
the signal-to-noise ratio (S/N).
The intra-day precision was checked by injecting two different
concentrations, one near the LQ (L) and the other five times the LQ (H),
in each matrix five times in succession. The inter-day precision was
evaluated in five different working sessions over a period of 7 days
using the same procedure described above for the intra-day precision.
The results were expressed as relative standard deviation (RSD%) and
the acceptance criteria was that RSD%<15%.
The recovery was calculated by using two concentrations of each
reference compound in the same manner as described in the preceding
paragraph with diluted plasma and feces being spiked with all the
standards at two concentrations and were submitted to extraction in
duplicate (samples spiked before extraction). These samples were also
submitted to extraction and injected directly (blank samples) or spiked
with a mixture of analytes in order to have a final concentration
(samples spiked after extraction). Urine samples were spiked with
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standards before and after centrifugation.
The recovery for each analyte was calculated as the ratio between
the area of samples spiked before and after extraction minus the area of






Area of samples spiked before extraction Area of blank samples
Area of samples spiked after extraction Area of blank samples
100
The results were expressed as recovery rate.
Matrix effects (ME) were evaluated by comparing the slope of ca-
libration curves prepared in urine, plasma or feces after extraction and
the standard curves prepared in methanol with 1% formic acid. The
results were expressed as percentages.
Further, specificity was assessed as ppm deviation comparing mass
error between the predicted m/z and observed m/z (Acceptance Criteria
for Confirmation of Identity of Chemicals Residues using Exact Mass
Data for the FDA Foods and Veterinary Medicine Program, 2015). In
addition, the retention time of each analyte was compared in blank
solvent (methanol) and different matrices (baseline urine, plasma and
feces) previously spiked with standards.
2.8. Statistical analysis
Analyses were performed in triplicate for method validation. Data
are reported as mean ± standard error (SE). Peak plasma concentra-
tions (Cmax) and time to reach Cmax (Tmax) values were calculated using
the PKSolver add-in software for Microsoft Excel (Zhang, Huo, Zhou, &
Xie, 2010).
3. Results and discussion
3.1. Flavan-3-ols in the red wine proanthocyanidin extract
The 50mg red wine proanthocyanidin extract fed to rats contained
the monomers (−)-epicatechin (0.8 µmol) and (+)-catechin (0.7 µmol),
procyanidin dimers (4.6 µmol), prodelphinidin dimer (0.32 µmol),
procyanidin-O-gallate dimers (0.07 µmol), procyanidin trimers
(0.3 µmol), prodelphinidin trimers (0.15 µmol), procyanidin tetramers
(0.10 µmol), together with small amounts of prodelphinidin tetramers
(0.05 µmol), procyanidin pentamers (0.05 µmol), prodelphinidin pen-
tamers (0.02 µmol), procyanidin hexamers (0.02 µmol), heptamers
(0.01 µmol), octamers (0.008 µmol), nonamers (0.008 µmol) and dec-
amers (0.003 µmol). The total amount of flavan-3-ols ingested by ga-
vage by each rat was, therefore, 7.2 µmol of which 1.5 µmol was
monomers and 5.7 µmol oligomeric and polymeric proanthocyanidins.
3.2. Validation of the method for the analysis of flavan-3-ol-derived
compounds in plasma, urine and feces of rats
The UHPLC-HR-MS method was validated for the analysis of po-
tential compounds of interest in using baseline urine, plasma and feces.
The validation parameters studied were the response linearity, sensi-
tivity (LD and LQ), intra-day and inter-day precision, recovery and
matrix effects (Tables 1–3).
3.2.1. Linearity, limit of detection and limits of quantification
The analytes showed a good linear relation between the tested
concentration of standards and the response of the detector over the
Fig. 1. Chemical structures of the 34 compounds validated in this study.
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Table 1
Parameters for validation and quantification of metabolites in rat urine. Linear calibration curve parameters correspond to slope, intercept and R2. Limit of detection (LD), limit of
quantification (LQ) and linearity are expressed in nmol L−1. Intra-day and inter-day precision are expressed as relative standard deviation (%). Recovery and matrix effect are presented
in percentages.






(H) (L) (H) (L) (H) (L)
SREMs
28.3 (−)-Epicatechin 9251 −90,316 0.9938 1.1 3.4 3.4–86,480 0.3 2.7 11.4 11.6 100 97 7.8
21.8 Procyanidin B1 6078 −8,555,667 0.9901 1.7 5.6 5.6–86,630 3.1 3.3 12.5 14.6 97 95 −12.9









317 −199,893 0.9930 270.0 810.0 810–50,000 4.7 5.6 6.9 8.0 96 99 10.8
36.0 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-
sulfate
10,899 −2,156,894 0.9985 1.0 3.3 3.3–50,000 1.5 1.5 5.3 5.0 96 99 11.6
32.3 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-
glucuronide
2169 719,610 0.9973 5.0 16.7 16.7–50,000 1.8 2.3 5.8 5.1 97 98 9.5
Phenylpropanoid acid derivatives
37.7 3′-Hydroxycinnamic acid 3469 9,796,075 0.9943 29.9 99.6 99.6–153,340 3.7 5.2 12.9 10.9 100 97 14.5
28.2 Coumaric acid-3′-O-glucuronide 10,878 −3,275,086 0.9939 1.0 3.0 3.0–147,460 0.3 3.6 4.7 8.8 98 96 −0.8
26.7 Caffeic acid-4′-sulfate 6818 6,443,699 0.9996 1.5 5.0 5.0–96,530 1.4 6.0 3.8 6.1 99 98 −0.1
26.5 Caffeic acid-3′-O-glucuronide 7555 −155,726 0.9933 3.0 10.0 10–140,820 0.8 2.8 7.5 8.6 100 97 −5.7
38.0 Ferulic acid 254 −785,330 0.9976 20.0 60.0 60–129,500 5.4 4.8 9.3 8.4 99 98 −12.9
30.8 Ferulic acid-4′-sulfate 14,411 3,009,994 0.9979 1.4 4.7 4.7–183,150 1.6 2.6 3.4 1.9 100 103 −13.9
26.3 Ferulic acid-4′-O-glucuronide 5733 −7,663,148 0.9958 4.2 14.0 14–135,470 1.4 3.1 10.2 10.6 99 100 −8.7




197 −302,809 0.9958 54.0 180.0 189–128,160 4.9 7.0 10.9 6.5 100 99 −5.6
28.8 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-sulfate
10,928 −54,654 0.9957 1.4 4.7 4.7–90,900 1.1 1.8 4.2 3.0 101 98 −7.3
27.4 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
7606 −10,624,457 0.9939 5.0 16.0 16–134,730 0.9 2.4 10.3 11.1 95 98 −2.8
37.6 3-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)
propionic acid
48 95,683 0.9908 150.2 500.6 501–12,816 3.5 5.8 11.5 7.1 99 100 −18.8
22.4 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
6435 −6,239,695 0.9975 1.1 3.7 3.7–140,020 2.1 2.8 9.2 9.9 97 96 2.0
23.7 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-3′-O-glucuronide
4848 −8,709,275 0.9949 4.4 14.7 14.7–140,020 1.8 3.9 6.9 8.8 100 97 8.2
32.1 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
2281 5,813,488 0.9927 23.7 79.0 79–151,470 3.7 4.9 12.4 8.0 98 99 0.8
28.4 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
14,623 −4,129,236 0.9968 6.0 20.0 20–151,470 0.2 1.5 3.2 8.0 99 97 −14.4
26.6 3-(Phenyl)propionic acid-3′-O-
glucuronide
8542 2,637,232 0.9919 1.1 3.7 3.7–146,590 0.7 2.8 7.7 9.3 98 100 −3.4
Phenylacetic acid derivatives
33.1 Phenylacetic acid 6 2279 0.9985 440.0 1440.0 1440–185,130 2.9 2.7 6.4 3.8 100 99 −13.5
25.3 3′-Methoxy-4′-hydroxyphenylacetic
acid
61 -150,770 0.9935 350.0 1070.0 1070–138,080 7.3 10.4 13.4 7.6 100 98 −14.4
24.2 3′-Hydroxyphenylacetic acid 281 −511,389 0.9985 461.8 1540.0 1540–82,760 5.2 7.4 9.0 6.4 101 99 −13.7
20.2 4′-Hydroxyphenylacetic acid 20 -29,300 0.9991 430.0 1300.0 1300–165,520 2.7 5.6 9.4 13.8 100 98 −12.8
Benzoic acid derivatives
18.3 4-Hydroxybenzoic acid 604 1,211,689 0.9943 21.4 71.3 71.3–182,450 2.2 5.4 7.2 9.5 100 99 −1.7
22.5 3-Hydroxybenzoic acid 625 −421,626 0.9965 10.8 36.0 36–182,450 2.5 5.4 11.9 14.0 99 98 −15.6
Hydroxycarboxylic acid derivatives




11 119,205 0.9954 15.6 52.0 52–199,960 3.5 4.8 10.8 14.2 99 101 −24.8
Benzoylglycine derivatives
12.8 4′-Hydroxyhippuric acid 6859 11,486,041 0.9962 1.0 3.0 3.0–128,840 5.3 4.9 14.4 11.3 100 98 12.0
21.7 Hippuric acid 8235 45,119,664 0.9906 1.5 5.0 5.0–140,410 4.5 6.5 13.3 13.8 102 100 −10.9
Rt: Retention time. R2: coefficient of determination. H: high concentration of standard spiked (5× LQ). L: Low concentration of standard spiked (1× LQ).
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Table 2
Parameters for validation and quantification of metabolites in rat plasma extracts. Linear calibration curve parameters correspond to slope, intercept and R2. Limit of detection (LD), limit
of quantification (LQ) and linearity are expressed in nmol L−1. Intra-day and Inter-day precision are expressed as relative standard deviation (%). Recovery and matrix effects are
presented in percentages.






(H) (L) (H) (L) (H) (L)
SREMs
28.3 (−)-Epicatechin 4172 23,034,976 0.9912 3.4 3.6 3.6–172,970 2.3 1.4 10.4 5.2 100 97 4.1
21.8 Procyanidin B1 1710 −1,303,217 0.9946 1.4 4.8 4.8–86,630 2.7 2.9 2.4 1.4 88 78 4.8









237 −90,301 0.9918 340.0 1020.0 1020–50,000 2.8 7.2 11.4 6.6 74 71 −17.4
36.0 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-
sulfate
9210 5,874,667 0.9952 1.1 3.7 3.7–100,000 3.6 3.9 6.0 7.1 95 92 −5.6
32.3 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-
glucuronide
1848 2,788,132 0.9926 4.7 15.7 15.7–100,000 1.4 2.3 4.3 6.2 92 85 −6.7
Phenylpropanoid acid derivatives
37.7 3′-Hydroxycinnamic acid 2582 903,317 0.9973 37.5 125.0 125–306,680 2.5 2.5 5.9 4.4 91 92 −14.8
28.2 Coumaric acid-3′-O-glucuronide 11,109 6,823,448 0.9964 0.9 3.0 3.0–147,460 1.0 1.5 5.2 1.8 74 73 −3.8
26.7 Caffeic acid-4′-sulfate 6699 18,729,550 0.9919 1.3 4.3 4.3–96,530 3.3 3.7 6.8 7.6 88 87 −1.6
26.5 Caffeic acid-3′-O-glucuronide 8247 −843,437 0.9978 2.5 8.3 8.3–70,410 1.5 1.6 6.4 2.6 76 72 2.3
38.0 Ferulic acid 251 −184,815 0.9994 15.0 46.0 46–129,500 4.0 2.6 6.2 4.5 92 87 −0.6
30.8 Ferulic acid-4′-sulfate 14,692 33,167,357 0.9964 1.4 4.7 4.7–181,810 3.6 3.1 6.1 6.6 92 84 −12.2
26.3 Ferulic acid-4′-O-glucuronide 5675 2,434,301 0.9917 5.4 18.0 18–135,470 1.1 1.2 3.7 0.7 74 70 −6.6




178 −793,704 0.9983 66.0 200.0 200–256,320 5.0 2.6 8.5 4.9 84 90 −14.5
28.8 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-sulfate
10,286 41,679,735 0.9922 1.1 3.7 3.7–181,810 3.5 3.5 7.7 8.1 92 89 −12.7
27.4 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
3200 −40,683 0.9997 5.0 16.0 16–134,730 1.4 1.5 5.9 1.9 81 80 12.4
37.6 3-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)
propionic acid
46 101,635 0.9962 300.0 1000.0 1000–256,320 3.3 3.9 7.6 4.2 96 88 11.6
22.4 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
6969 −1,757,621 0.9978 1.5 5.0 5–70,010 1.2 0.9 5.2 2.5 77 74 10.5
23.7 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-3′-O-glucuronide
4702 −1,779,985 0.9972 3.2 10.7 10.7–70,010 0.7 1.4 3.4 2.6 77 74 5.0
32.1 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
1886 1,922,653 0.9953 12.0 40.0 40–302,930 3.4 2.6 8.8 3.2 93 90 0.4
28.4 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
13,301 14,052,941 0.9933 6.0 20.0 20–302,930 2.7 1.3 5.0 2.9 99 96 −4.9
26.6 3-(Phenyl)propionic acid-3′-O-
glucuronide
8716 7,079,464 0.9968 1.0 3.3 3.3–146,590 1.5 0.7 7.4 3.7 79 78 −5.8
Phenylacetic acid derivatives
33.1 Phenylacetic acid 6 19,416 0.9980 300.0 1000.0 1000–185,130 6.4 9.7 5.2 10.0 91 89 −8.1
25.3 3′-Methoxy-4′-hydroxyphenylacetic
acid
49 −193,721 0.9985 710.0 2160.0 2160–276,170 2.6 4.5 9.7 6.1 92 90 −8.5
24.2 3′-Hydroxyphenylacetic acid 357 66,923 0.9967 290.0 967.0 967–165,520 3.1 3.3 7.0 3.3 85 92 −0.9
20.2 4′-Hydroxyphenylacetic acid 23 −155,371 0.9966 851.0 2580.0 2580–331,040 2.7 11.9 8.2 11.9 95 93 −2.7
Benzoic acid derivatives
18.3 4-Hydroxybenzoic acid 666 617,947 0.9927 10.0 36.0 36–182,450 3.4 3.5 6.0 3.7 84 85 −11.0
22.5 3-Hydroxybenzoic acid 690 −1,995,831 0.9955 10.8 36.0 36–364,900 2.7 3.4 6.9 3.1 89 89 -6.7
Hydroxycarboxylic acid derivatives




14 -19,475 0.9934 15.6 52.0 52–399,930 1.9 4.2 8.7 7.0 88 87 −9.0
Benzoylglycine derivatives
12.8 4′-Hydroxyhippuric acid 5338 −19,805,412 0.9962 13.0 40.0 40–257,670 3.0 2.7 9.4 4.3 98 87 −12.9
21.7 Hippuric acid 8032 10,936,012 0.9989 10.0 30.0 30–280,820 2.4 2.0 5.6 5.1 101 106 −13.1
Rt: Retention time. R2: coefficient of determination. H: high concentration of standard spiked (5× LQ). L: Low concentration of standard spiked (1× LQ).
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Table 3
Parameters for validation and quantification of metabolites in rat fecal extracts. Linear calibration curve parameters correspond to slope, intercept and R2. Limit of detection (LD), limit of
quantification (LQ) and linearity are expressed in nmol L−1. Intra-day and Inter-day precision are expressed as relative standard deviation (%). Recovery and matrix effects are presented
in percentages.






(H) (L) (H) (L) (H) (L)
SREMs
28.3 (−)-Epicatechin 9053 23,773,793 0.9915 1.1 3.4 3.4–86,480 1.7 3.8 4.8 7.9 85 77 5.5
21.8 Procyanidin B1 6138 1,368,614 0.9958 1.7 5.6 5.6–86,630 1.0 4.2 6.3 9.8 < 20 <20 −12.0









286 −56,357 0.9926 670.0 2040.0 2040–50,000 2.8 9.0 12.3 14.0 75 71 −0.1
36.0 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-
sulfate
9239 −48,174 0.9952 1.4 4.7 4.7–50,000 1.2 3.1 8.4 9.7 74 71 −5.3
32.3 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-
glucuronide
2084 698,687 0.9982 10.0 33.0 33–50,000 1.2 5.1 3.3 8.4 72 70 5.2
Phenylpropanoid acid derivatives
37.7 3′-Hydroxycinnamic acid 2862 2,611,258 0.9960 36.0 120.0 120–153,340 4.4 2.5 5.6 12.8 92 89 −5.6
28.2 Coumaric acid-3′-O-glucuronide 11,149 8,751,981 0.9925 0.9 3.0 3.0–147,460 1.1 2.1 5.8 7.8 68 76 1.6
26.7 Caffeic acid-4′-sulfate 6209 11,812,429 0.9907 2.4 8.0 8.0–96,530 0.7 4.4 10.6 7.2 71 68 −8.7
26.5 Caffeic acid-3′-O-glucuronide 8206 12,460,959 0.9906 2.8 9.3 9.3–140,820 2.3 2.8 6.8 9.0 75 73 2.4
38.0 Ferulic acid 235 −510,494 0.9946 33.0 101.0 101–129,500 5.6 3.8 9.5 10.9 78 79 −19.6
30.8 Ferulic acid-4′-sulfate 13,439 4,737,719 0.9988 24.0 80.0 80–183,150 1.7 3.3 10.9 10.1 72 69 −19.7
26.3 Ferulic acid-4′-O-glucuronide 5842 1,657,891 0.9905 4.2 14.0 14–135,470 1.3 2.4 5.7 8.0 75 70 −7.0




174 −1,317,871 0.9952 132.0 401.0 401–128,160 6.9 2.6 9.3 10.8 77 73 −16.6
28.8 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-sulfate
10,030 10,551,601 0.9904 2.0 6.6 6.6–90,900 1.2 1.6 10.7 8.2 70 69 −14.9
27.4 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
7680 740,827 0.9987 6.0 20.0 20–134,730 1.1 2.7 5.9 7.9 78 75 −1.9
37.6 3-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)
propionic acid
47 678,340 0.9938 150.0 500.0 500–128,160 2.9 1.7 11.1 13.2 89 87 −20.7
22.4 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-4′-O-glucuronide
6547 9,605,718 0.9912 1.5 5.0 5.0–140,020 1.6 2.2 7.4 9.0 78 78 3.8
23.7 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid-3′-O-glucuronide
4607 4,640,615 0.9910 3.2 10.7 10.7–140,020 1.3 3.5 8.1 10.3 73 76 2.8
32.1 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
2209 −11,735,662 0.9903 78.0 260.0 260–151,470 1.9 1.9 12.6 14.4 88 84 −2.4
28.4 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic
acid
16,276 25,070,840 0.9968 12.0 40.0 40–151,470 1.5 2.9 5.0 7.0 87 86 −4.8
26.6 3-(Phenyl)propionic acid-3′-O-
glucuronide
8669 9,127,210 0.9919 1.4 4.7 4.7–146,590 2.2 2.7 7.0 8.2 72 69 −1.9
Phenylacetic acid derivatives
33.1 Phenylacetic acid 5 4562 0.9958 440.0 1440.0 1440–185,130 4.5 9.7 9.3 12.1 70 73 −15.7
25.3 3′-Methoxy-4′-
hydroxyphenylacetic acid
55 −357,965 0.9961 933.0 3110.0 3110–138,080 2.5 4.2 8.6 10.5 80 78 −22.4
24.2 3′-Hydroxyphenylacetic acid 242 281,325 0.9975 851.0 2590.0 2590–165,520 4.9 3.2 13.7 13.8 80 77 −25.7
20.2 4′-Hydroxyphenylacetic acid 19 27,435 0.9992 850.0 2580.0 2580–165,520 0.9 6.8 7.5 7.7 82 82 −17.8
Benzoic acid derivatives
18.3 4-Hydroxybenzoic acid 604 −435,867 0.9967 32.0 106.7 106.7–182,450 3.8 2.7 9.8 12.8 85 81 −1.7
22.5 3-Hydroxybenzoic acid 608 496,390 0.9950 32.0 106.7 106.7–182,450 4.1 3.7 10.1 13.2 82 81 −17.8
Hydroxycarboxylic acid derivatives




13 52,701 0.9987 11.6 38.7 38.7–199,960 4.1 5.8 9.9 10.1 85 81 −9.8
Benzoylglycine derivatives
12.8 4′-Hydroxyhippuric acid 5491 6,383,213 0.9951 17.0 50.0 50–128,840 2.3 1.4 4.4 5.5 91 86 −10.4
21.7 Hippuric acid 8102 −27,307,549 0.9964 40.0 120.0 120–140,410 1.5 1.3 6.2 8.6 86 80 −12.3
Rt: Retention time. R2: coefficient of determination. H: high concentration of standard spiked (5× LQ). L: Low concentration of standard spiked (1× LQ).
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range 3.0 to 199,960 nmol L−1, 3.0 to 399,930 nmol L−1 and 3.0 to
199,960 nmol L−1 in urine, plasma and feces, respectively (Tables 1–3).
Thus, the coefficient of determination (R2) was>0.99 in the regression
analysis of all the analytes in the three matrices.
The LDs and LQs were similar for the three matrices. The LDs ranged
from 1.0 to 462 nmol L−1 and the LQs from 3.0 to 1540 nM in urine
(Table 1). For plasma samples, the LDs ranged from 0.9 to
710 nmol L−1 and the LQs from 3.0 and 2160 nmol L−1 (Table 2). Fi-
nally, LDs ranged from 0.9 to 933 nmol L−1 and LQs were between 3.0
and 3110 nmol L−1 in feces (Table 3).
3.2.2. Precision and accuracy
The intra-day precision of urine samples, expressed as the relative
standard deviation (% RSD), was less than 15%, ranging from 0.2% for
3-(4′-hydroxyphenyl)propionic acid to 10.4% for 3′-methoxy-4′-hydro-
xyphenylacetic acid (Table 1). The intra-day precision with plasma
samples varied between 0.7% and 11.9% for 3-(4′-hydroxyphenyl)
propionic acid-3′-O-glucuronide and 4′-hydroxyphenylacetic, respec-
tively (Table 2). The intra-day precision obtained with fecal samples
ranged from 0.7% for caffeic acid-4′-sulfate to 9.7% for phenylacetic
acid (Table 3). Regarding inter-day precision, the values ranged from
0.7 to 10.4, 1.9 to 14.7 and 3.3 to 14.4 for plasma, urine and feces,
respectively (Tables 1–3). These data are in accordance to the values
proposed by the AOAC guide (RSD < 15%) (AOAC, 1993).
3.2.3. Recovery and matrix effects
Recoveries ranged from 70 to 110% with the different matrices.
Thus, recovery in urine samples ranged from 95% to 102%, while
plasma was between 70 and 106% (Table 1 and 2). In most instances,
the recoveries in feces were slightly lower than in plasma and urine. It is
of note that the recovery of procyanidin B1 and B2 in feces were less
than 20% (Table 3). This could be due to the reverse-phase sorbent of
OASIS HLB cartridges retaining these compounds (Xiao et al., 2017).
Sulfated metabolites, which are highly hydrophilic, showed a recovery
rate close to 70% in feces, in accordance with values reported by
Feliciano et al. (2016).
With regard to specificity, as shown in Table 4, the ppm deviations
obtained were < 5 ppm in all instances and are therefore considered as
an acceptable level of mass accuracy.
Matrix effects were similar in urine and plasma and slightly higher
in feces, with an average of −5.7, −4.2 and −8.3, respectively (Tables
1–3). Thus, there was slight ion suppression in all three matrices as
noted previously (Feliciano et al., 2016; Saenger et al., 2017). Although
some compounds had a higher matrix effect in feces, most had a matrix
effect of± 20%.
3.3. Method application
3.3.1. Quantitative analysis of flavan-3-ol metabolites and catabolites
excreted in urine
Three parent flavan-3-ol compounds, four 5C-RFMs, and 27 phe-
nolic and aromatic acids, were quantified in urine collected 0–24 h after
ingestion of 50mg of the red wine proanthocyanidin extract. These data
are present in Table 5 together with the percentage of excretion of the
parent flavan-3-ols, 5C-RFMs and phenolic acid catabolites with respect
to the total amount of ingested flavan-3-ol monomers and oligomers.
Trace levels of the unmetabolised (−)-epicatechin and the B1 and
B2 procyanidins were detected in urine with no excretion of other
proanthocyanidin oligomers and polymers. The principal 5C-RFMs was
5-(phenyl)-γ-valerolactone-3′-sulfate (33.7 nmol) followed by 5-
(phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-glucuronide (11 nmol). The total urinary
excretion of SREMs was 44.8 ± 0.6 nmol which corresponds to a 0.3%
of flavan-3-ol monomer intake. A total of 44.8 ± 0.6 nmol of 5C-RFMs
were excreted which, if derived exclusively from flavan-3-ol monomers,
would be equivalent to 3% of intake. This, however, is almost certainly
an overestimate as some the 5C-RFMs will also be products of some
degree of proanthocyanidin breakdown in the colon (Xiao et al., 2017).
If in the unlikely event of the ingested proanthocyanidins being fully
broken down to monomer units, they could yield 14.8 µmol of 5C-
RFMs, so the 44.8 nmol excretion of 5C-RFMs would represent a 0.3%
recovery.
The main phenolic acids and aromatic compounds excreted were
ferulic acid-4′-sulfate (503 nmol), 3-(3′-methoxy-4′-hydroxyphenyl)
propionic acid (97 nmol), 3-(3′-methoxyphenyl)propionic acid-4′-O-
sulfate (106 nmol), 3-(3′-hydroxy-4′-methoxyphenyl)propionic acid
(123 nmol), 3-(3′-hydroxyphenyl)propionic acid (150 nmol), 3-(phenyl)
propionic acid-3′-sulfate (595 nmol), 4′-hydroxyphenylacetic acid
(178 nmol) and hippuric acid (275 nmol) (Table 5). Overall the phe-
nolic acids and aromatic compounds were the major products derived
from the proanthocyanidin extract with the excretion of
2567 ± 230 nmol being equivalent to 17.3% of intake. The data
highlight in detail the importance of the colonic microbiota in the
transformation of proanthocyanidins as alluded to in earlier studies
(Goodrich and Neilson, 2014; Sasot et al., 2017; Ulaszewska et al.,
2016; Urpi-Sarda, Monagas, Khan, et al., 2009; Xiao et al., 2017).
Furthermore, the presence of substantial quantities of 5C-RFMs is in
line with investigations which observed increasing amounts of these
compounds in urine after intake of [14C](−)-epicatechin by humans
(Borges, Ottaviani, van der Hooft, Schroeter, & Crozier, 2017; Ottaviani
et al., 2016) and rats (Borges et al., 2016), as well as after the con-
sumption of flavan-3-ols in tea (Brindani et al., 2017) and cocoa powder
by humans (Llorach et al., 2013; Urpi-Sarda, Monagas, Khan, et al.,
2009).
3.3.2. Quantitative analysis of flavan-3-ol metabolites and catabolites in
plasma
Tables 5 also showed the parameters of the quantified metabolites
in rat plasma after the gavage of 50mg of the red wine proanthocya-
nidin extract. One hour after intake, indicating absorption in the
proximal gastrointestinal tract, (−)-epicatechin (M1) and procyanidins
B1 (M2) and B2 (M3) reached Cmax values of 14.3 and 4.2 and
3.6 nmol L−1, respectively. This is in agreement with previous reports
on the presence of (−)-epicatechin and procyanidin dimers in plasma
of rodents after ingestion of procyanidins (Baba, Osakabe, Natsume, &
Terao, 2002; Serra et al., 2009, 2011; Shoji et al., 2006; Tsang et al.,
2005). Overall the proanthocyanidins per se had very limited bioa-
vailability as only trace amounts of dimers accumulated in plasma and
no trimers to decamers were detected.
There were 5C-RFMs and more phenolic and aromatic catabolites in
plasma, which had delayed 6–24 h Tmax values (Table 5), indicating that
they were colonic in origin formed by microbiota-mediated transfor-
mations of the flavan-3-ols in the wine proanthocyanidin extract. Some,
but not all, of these products had undergone further post-absorption
phase II metabolism. Those with the highest Cmax values were 3-(3′-
hydroxyphenyl)propionic acid (2568 nmol L−1), 3-(phenyl)propionic
acid-3′-sulfate (1405 nmol L−1), 4-hydroxybenzoic acid
(2660 nmol L−1) and, most notably, hippuric acid (433,478 nmol L−1)
(Table 5).
3.3.3. Quantitative analysis of flavan-3-ol metabolites and catabolites in
feces
Table 5 also show the quantities of metabolites detected in rat feces
0–24 h after intake of the 50mg wine proanthocyanidin extract. Traces
of (−)-epicatechin (0.01 nmol) were detected but the ingested proan-
thocyanidins were absent. Three 5C-RFMs were detected but in low
amounts totalling 0.16 ± 0.03 nmol equivalents to 0.001% of the in-
gested proanthocyanidin extract (Table 5). More substantial amounts of
phenolic acids and aromatic derivatives were detected in the 0–24 h
feces. The main constituents were ferulic acid (63 nmol), ferulic acid-4′-
sulfate (78 nmol), 3-(3′-hydroxy-4′-methoxyphenyl)propionic acid
(35 nmol), 3′-hydroxyphenylacetic acid (228 nmol), 4′-hydro-
xyphenylacetic acid (77 nmol), and 4-hydroxybenzoic acid (52 nmol).
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The 0–24 h fecal content of phenolic acids and aromatic derivatives was
683 ± 152 nmol, equivalent to 4.6% of the ingested proanthocyanidin
extract (Table 5). The presence of several phase II metabolites in feces is
probably a consequence of SREMs formed in enterocytes being effluxed
back into the lumen of the small intestine (Actis-Goretta et al., 2013)
and passing to the colon where they are converted to glucuronide and
sulfate 5C-RFMs.
4. Concluding remarks
A selective, sensitive, and precise UHPLC-HRMS method was vali-
dated to identify and quantify 5C-RFMs and phenolic acid and aromatic
catabolites in urine, plasma and feces of rats. The UHPLC-HRMS
method allowed the simultaneous determination of 3 parent flavan-3-
ols, 4 5C-RFMs as well as 27 phenolic and aromatic acid catabolites in
Table 4
HPLC-HRMS-characteristics of the validated metabolites: parent flavan-3-ols, and the 5 carbon side chain ring fission metabolites (5C-RFMs) phenyl-γ-valerolactones and phenolic and
aromatic acids.









28.3 (−)-Epicatechin C15H13O6 289.0708 0.46 245.0808 U,P,F 1
21.8 Procyanidin B1 C30H25O12 577.1348 0.51 425.0889; 289.0725 U,P 1
29.4 Procyanidin B2 C30H25O12 577.1348 0.51 425.0889; 289.0725 U,P 1
5C-RFMs
5-(Dihydroxyphenyl)-γ-valerolactone derivatives
28.8 5-(3′,4′-Dihydroxyphenyl)-γ-valerolactone C11H11O4 207.0649 −3.38 No fragment F 1
5-(Hydroxyphenyl)-γ-valerolactone derivatives
39.5 5-(3′-Hydroxyphenyl)-γ-valerolactone C11H11O3 191.0702 2.09 No fragment F 1
36.0 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-sulfate C11H11O6S 271.0271 0.36 191.0702 U,P,F 1
32.3 5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-glucuronide C17H19O9 367.1021 −0.27 191.0702 U,P 1
Phenolic and aromatic Acids Catabolites
Phenylpropanoid acid derivatives
37.7 3′-Hydroxycinnamic acid C9H7O3 163.0378 4.18 119.0481 U 1
28.2 Coumaric acid-3′-O-glucuronide C15H15O9 339.0712 −0.41 163.0386 U,F 1
26.5 Caffeic acid-3′-O-glucuronide C15H15O10 355.0659 0.20 179.0339 U 1
38.0 Ferulic acid C10H9O4 193.0492 1.73 134.0354 U,F 1
30.8 Ferulic acid-4′-sulfate C10H9O7S 273.0064 −0.18 193.0494 U,P,F 1
26.3 Ferulic acid-4′-O-glucuronide C16H17O10 369.0812 1.14 193.0495 U,F 1




C10H11O4 195.0648 1.97 136.0512 U,F 1
28.8 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic acid-4′-
sulfate
C10H11O7S 275.0218 0.72 195.0652 U,P,F 1
27.4 3-(3′-Methoxyphenyl)propionic acid-4′-O-
glucuronide
C16H19O10 371.0963 2.62 195.0652 U,F 1
37.6 3-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)propionic
acid
C10H11O4 195.0648 1.97 136.0516 U,F 1
22.4 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic acid-4′-O-
glucuronide
C15H17O10 357.0816 −0.31 181.0491 U,F 1
23.7 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic acid-3′-O-
glucuronide
C15H17O10 357.0816 −0.31 181.0491 U,F 1
32.1 3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic acid C9H9O3 165.0536 4.18 121.0639 U,P 1
28.4 3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic acid C9H9O3 165.0536 4.18 121.0639 U,P 1
28.2 3-(Phenyl)propionic acid-3′-sulfate C9H9O6S 245.0108 2.59 165.0540 U,P 1
26.6 3-(Phenyl)propionic acid-3′-O-glucuronide C15H17O9 341.0869 −0.56 165.0542 U,P 1
30.0 3-Phenyllactic acid C9H10O3 165.0536 4.18 119.0483 U,P 1
Phenylacetic acid derivatives
20.7 3′-Hydroxy-4′-methoxyphenylacetic acid C9H9O4 181.0490 2.95 137.0593 U,F 1
25.3 3′-Methoxy-4′-hydroxyphenylacetic acid C9H9O4 181.0490 2.95 137.0593 U,F 1
24.2 3′-Hydroxyphenylacetic acid C8H7O3 151.0383 3.97 107.0486 U,P,F 1
20.2 4′-Hydroxyphenylacetic acid C8H7O3 151.0384 3.31 108.0438 U,P,F 1
Benzoic acid derivatives
18.3 4-Hydroxybenzoic acid C7H5O3 137.0227 4.37 93.0327 U,P,F 1
22.5 3-Hydroxybenzoic acid C7H5O3 137.0227 4.37 93.0327 P 1
Hydroxycarboxylic acid derivatives
6.9 4′-Hydroxymandelic acid C8H7O4 167.0333 2.99 121.0279 U,P,F 1
Benzenetriol derivatives
7.6 1,3,5-Trihydroxybenzene (Phloroglucinol) C6H5O3 125.0228 −3.70 No fragment U 1
Benzoylglycine derivatives
12.8 4′-Hydroxyhippuric acid C9H8NO4 194.0442 2.57 No fragment U,P,F 1
21.7 Hippuric acid C9H8NO3 178.0489 5.05 No fragment U,P 1
1Summer, L. W.; Amberg, A.; Barrett, D.; Beale, M. H.; Beger, R.; Daykin, C. A.; Fan, T. W.; Fiehn, O.; Goldagre, R.; Griffin, J. L. Proposed minimum reporting standards for chemical
analysis. Chemical Analysis Working Group (CAWG) Metabolomics Standards Initiative (MSI). Metabolomics 2007, 3, 211–221.
a Metabolite standards initiative (MSI) metabolite identification (MI) levels1. Reference compounds were available for all compounds identified at MSI MI level 1.
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Table 5
Quantification of flavan-3-ols, 5 carbon side chain ring fission metabolites (5C-RFMs) phenyl-γ-valerolactones and phenolic and aromatic acids in urine, plasma and feces collected 0–24 h
after feeding rats a red wine proanthocyanidin extract. Results are expressed as mean values ± SE (n=3).
Urine Plasma Feces
Metabolites nmol Cmax (nmol L−1) Tmax (h) nmol
Flavan-3-ols
(−)-Epicatechin 0.12 ± 0.01 14.3 ± 0.4 1 0.01 ± 0.01
Procyanidin B1 0.3 ± 0.2 4.2 ± 0.1 1 –
Procyanidin B2 0.2 ± 0.2 3.6 ± 0.1 1 –
Total Flavan-3-ol 0.6 ± 0.4 (0.04%)a 0.01 ± 0.01
5C-RFMs
5-(Dihydroxyphenyl)-γ-valerolactone derivatives
5-(3′,4′-Dihydroxyphenyl)- γ-valerolactone – – – 1.4 ± 0.3
5-(Hydroxphenyl)-γ-valerolactone derivatives
5-(3′-Hydroxyphenyl)-γ-valerolactone – – – 0.12 ± 0.02
5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-sulfate 33.7 ± 0.5 70 ± 3 8 0.04 ± 0.01
5-(Phenyl)-γ-valerolactone-3′-O-glucuronide 11.1 ± 0.1 45 ± 2 8 –
Total 5C-RFMs 44.8 ± 0.6 (0.3%)b 0.16 ± 0.03 (0.001%)b
Phenolic And Aromatic Acid Derivatives
Phenylpropanoid acid derivatives
3′-Hydroxycinnamic acid 37 ± 3 – – –
Coumaric acid-3′-O-glucuronide 13.1 ± 0.1 – – 0.9 ± 0.1
Caffeic acid-3′-O-glucuronide 8.2 ± 0.0 – – –
Ferulic acid 12 ± 2 – – 63 ± 4
Ferulic acid-4′-sulfate 503 ± 57 310 ± 12 24 78 ± 4
Ferulic acid-4′-O-glucuronide 38 ± 0.2 – – 1.6 ± 0.1
Isoferulic acid-3′-O-glucuronide 5.5 ± 0.1 – – –
Total phenylpropanoid acid derivatives 617 ± 62 143 ± 8
Phenylpropionic acid derivatives
3-(3′-Methoxy-4′-hydroxyphenyl)propionic acid 97 ± 4 – – 16.4 ± 0.2
3-(3′-Methoxyphenyl)propionic acid-4′-O-sulfate 106 ± 20 278 ± 16 24 12 ± 2
3-(3′-Methoxyphenyl)propionic acid-4′-O-glucuronide 25 ± 0.6 – – 0.8 ± 0.3
3-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)propionic acid 123 ± 2 – – 35 ± 3
3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic acid-4′-O-glucuronide 1.3 ± 0.1 – – 9.5 ± 0.9
3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic acid-3′-O-glucuronide 2.2 ± 0.2 – – 4 ± 2
3-(3′-Hydroxyphenyl)propionic acid 150 ± 11 2568 ± 76 24 –
3-(4′-Hydroxyphenyl)propionic acid 13.8 ± 0.1 595 ± 54 6 –
3-(Phenyl)propionic acid-3′-sulfate 595 ± 8 1405 ± 101 24 –
3-(Phenyl)propionic acid-3′-O-glucuronide 91 ± 0.4 130 ± 13 24 –
3-Phenyllactic acid 61 ± 1 283 ± 11 6 –
Total phenylpropionic acid derivatives 1265 ± 47 78 ± 8
Phenylacetic acid derivatives
3′-Hydroxy-4′-methoxyphenylacetic acid 43 ± 4 – – 40 ± 13
3′-Methoxy-4′-hydroxyphenylacetic acid 16 ± 3 – – 44 ± 8
3′-Hydroxyphenylacetic acid 37 ± 1 42 ± 3 1 228 ± 40
4′-Hydroxyphenylacetic acid 178 ± 55 683 ± 41 1 77 ± 58
Total phenylacetic acid derivatives 274 ± 63 389 ± 119
Benzoic acid derivatives
4-Hydroxybenzoic acid 27.5 ± 0.4 2660 ± 87 2 52 ± 10
3-Hydroxybenzoic acid nd 129 ± 11 4 –
Total benzoic acid derivatives 27.5 ± 0.4 52 ± 10
Hydroxycarboxylic acid derivatives
4′-Hydroxymandelic acid 26 ± 1 205 ± 11 4 14 ± 5
Total hydroxycarboxylic acid derivatives 26 ± 1 14 ± 5
Benzenetriol derivatives
1,3,5-Trihydroxybenzene (Phloroglucinol) 2.7 ± 0.4 – – –
Total benzenetriol derivatives 2.7 ± 0.4 –
Benzoylglycine derivatives
4′-Hydroxyhippuric acid 80 ± 2 68 ± 5 4 7 ± 2
Hippuric acid 275 ± 55 433,478 ± 2180 24 –
Total benzoylglycine derivatives 355 ± 57 7 ± 2
Total phenolic and aromatic acid derivatives 2567 ± 230 (17.3%) 683 ± 152 (4.6%)
a Figure in italicised parentheses represents recovery as a percentage of intake of flavan-3-ol monomers (1.5 µmol).
b Figure in italicised parentheses represents recovery as a percentage of monomers and proanthocyanidin oligomers and polymers (14.8 µmol).
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rat urine, plasma and feces samples collected 0–24 h after gavage of a
proanthocyanidin-rich red wine extract. The total urinary excretion of
5C-RFMs was equivalent to 0.3% of intake and that of phenolic acid and
aromatic catabolites derived from the colon, 17.3% of the ingested
proanthocyanidin extract. Overall the study provided a detailed eva-
luation of the absorption, metabolism and catabolism of the red wine
proanthocyanidin extract in rats and highlighted the important role of
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Discusión general 
En esta sección se presenta una discusión general de los resultados obtenidos en los capítulos 
que conforman la Tesis Doctoral. Tal y como indican los objetivos de esta tesis, los trabajos se 
han centrado en el desarrollo de metodologías analíticas específicas para la caracterización y 
cuantificación de compuestos con actividad biológica en productos vegetales, bebidas 
fermentadas y muestras biológicas. Estos nuevos métodos se han aplicado a la resolución de 
problemas agrupados en dos grandes bloques temáticos, Seguridad alimentaria (Objetivos 1, 2 
y 3) y Calidad Alimentaria (Objetivos 4 y 5). 
Seguridad Alimentaria 
Como ya se ha visto, la seguridad alimentaria tiene como principal objetivo la protección de la 
salud de las personas en relación con los alimentos ingeridos. Las aminas biógenas son un grupo 
de biomoléculas con potencial efecto adverso a los consumidores. En relación a estos 
compuestos, el Panel de Riesgo Biológico de la EFSA, elaboró en 2011 una opinión científica 
sobre la formación de aminas biógenas en alimentos fermentados, en la que se indica la 
importancia del control de estos compuestos en los alimentos y se recomienda la validación de 
métodos analíticos para las diferentes matrices donde estén presentes. 
En relación al Objetivo 1, se realizó una revisión bibliográfica sobre los métodos analíticos para 
la determinación de aminas biógenas. Entre las técnicas analíticas más empleadas se encuentra 
la cromatografía líquida, la cromatografía de gases y la electroforesis capilar (Peña-Gallego et 
al., 2012). De todas ellas, la cromatografía líquida fue la más utilizada, ya que es una técnica 
analítica con gran versatilidad, permite obtener el perfil de aminas biógenas y está presente 
comúnmente en los laboratorios analíticos. Los métodos de cromatografía líquida que emplean 
una columna tipo C18 en fase reversa son las más comunes debido a su alta resolución y 
sensibilidad (Hernández-Orte et al., 2006). 
Previamente al análisis cromatográfico, es recomendable una preparación de las muestras para 
disminuir las interferencias de otros compuestos (efecto matriz) o para concentrar los analitos de 
interés (Sentellas et al., 2016). De esta forma, respecto a la extracción de las muestras de 
bebidas fermentadas, aunque algunos métodos usan una extracción líquida-líquida o extracción 
en fase sólida (SPE), la tendencia actual va encaminada al empleo de métodos como las micro 
extracciones en fase líquida (LPME) o fase sólida (SPME), los cuales son más rápidos, usan 
menos volumen de solventes orgánicos y obtienen mejores valores de recuperación (Basheer et 
al., 2011; Almeida et al., 2012).  
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Con el objeto de mejorar la sensibilidad y la separación en fase reversa, es común el uso de 
reactivos derivatizantes. En general, no existe un agente derivatizante universal, ya que todos 
los reactivos usados tienen ventajas e inconvenientes. Así, los reactivos presentan diferentes 
valores de sensibilidad, especificidad, número de analitos, tiempo de reacción, estabilidad… 
(Peña-Gallego et al., 2012). En el periodo evaluado (2010-2016), el cloruro de dansilo fue el 
reactivo derivatizante más empleado, seguido de o-ftalaldehído, cloruro de benzoilo, 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato y etoximetilenmalonato de dietilo. 
En cuanto a la detección, los detectores más usados son de ultravioleta o fluorescencia, 
dependiendo del tipo de reactivo derivatizante usado. Recientemente, el uso de espectrómetros 
de masas ha ido aumentando, sobre todo llevando a cabo el análisis de estos compuestos en 
modo de ionización positiva. Generalmente, los métodos que usan los detectores de 
fluorescencia muestran mejores valores de sensibilidad frente a los de ultravioleta, y no se 
observó una diferencia significativa en la sensibilidad de los métodos evaluados que emplean 
detectores de masas, por lo que no se justifica el coste de estos últimos. 
Las principales aminas biógenas detectadas en las bebidas fermentadas son la histamina, la 
tiramina, la putrescina y la cadaverina, producidas principalmente por las bacterias lácticas. Los 
objetivos principales del estudio de las aminas biógenas en las bebidas fermentadas se pueden 
englobar en tres líneas: Seguridad Alimentaria, Control del proceso de producción o Estudios 
microbiológicos de los alimentos. 
Los retos actuales a lo que se enfrenta la investigación de las aminas biógenas están 
relacionados con la reducción del tiempo de análisis, la reducción de la concentración de 
reactivo y el aumento de la sensibilidad. De este modo, en el contexto de una futura regulación 
de las aminas biógenas en productos fermentados, serán necesarios la existencia y utilización de 
unos métodos analíticos rápidos y robustos. 
En general, la determinación de concentraciones de aminas biógenas menores a mg/L no es 
necesaria en relación a la seguridad alimentaria. De este modo, la legislación actual en 
productos de pesca así como las recomendaciones establecidas para la histamina en vino y 
cerveza tiene unos niveles del orden de mg/L. Por ello, los métodos de cromatografía acoplados 
a detectores de UV o fluorescencia son adecuados para determinar las aminas biógenas en el 
laboratorio. Sin embargo, en relación al control de calidad y la investigación, son necesarios 
métodos más sensibles y una identificación más precisa para detectar ligeros cambios en el 
perfil de aminas biógenas. De esta forma, los detectores de masas son los más adecuados para la 
detección de metabolitos a bajas concentraciones, ya que son más sensibles y aportan 
información estructural específica.   
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El Objetivo 2 se encuentra enmarcado dentro del proyecto: “Fermentación selectiva para la 
producción de una nueva bebida a partir de fresa no apta para comercialización” (AGL2010-
22152-C03-01/02/03). Más concretamente, dentro del subproyecto “Evaluación de la calidad y 
seguridad de una nueva bebida obtenida a partir de fresa no apta para comercialización”. Para el 
desarrollo del proyecto fue necesario conocer la influencia que los procesos fermentativos 
ejercen sobre la composición química de esta nueva bebida y la seguridad de su consumo. Así, 
el propósito fue comprobar que las bacterias elegidas para llevar a cabo la fermentación, usaran  
la glucosa de modo selectivo manteniendo la fructosa inalterada y no produjeran  aminas 
biógenas. Para ello, fue preciso disponer de métodos validados para la determinación de estos 
compuestos no deseados en las bebidas de fresa. Debido a la versatilidad del método empleado, 
de manera simultánea se pudo determinar  los aminoácidos durante el proceso fermentativo 
ofreciendo un seguimiento adicional en la transformación de esta bebida.  
Debido a que no todos los reactivos derivatizantes pueden ser empleados para determinar 
aminas biógenas y aminoácidos de forma simultánea, fue seleccionado el etoximetilenmalonato 
de dietilo (DEEMM) como reactivo derivatizante precolumna, ya que puede reaccionar con los 
grupos aminos primarios y secundarios dando lugar a derivados detectables en la región UV-
Vis. De este modo, un método cromatográfico desarrollado originalmente por Gómez-Alonso et 
al. (2007) para determinar aminoácidos, aminas biógenas y amonio en vinos y cervezas fue 
adaptado para la determinación de estos compuestos nitrogenados en puré de fresa y su 
fermentado glucónico. Este método ya ha sido usado en gran diversidad de muestras, tales como 
vino, cerveza, vinagre, miel, queso (Jia et al., 2011; Martínez-Pinilla et al., 2013; Redruello et 
al., 2013; Chinnici et al., 2016). Para mejorar la resolución de los picos en los cromatogramas 
de las fresas y sus productos fermentados, se realizaron ligeras modificaciones en el gradiente y 
la temperatura (45 ºC),  manteniendo el resto de parámetros. En total se determinaron 31 
compuestos, incluidos 22 aminoácidos, 8 aminas biógenas e ion amonio. El nuevo método se 
validó en términos de la respuesta de linealidad, la sensibilidad [límites de detección (LD) y 
cuantificación (LQ)] y la precisión (repetibilidad y precisión intermedia) de acuerdo con los 
criterios establecidos por la guía elaborada por la “Association of Analytical Communities” 
(AOAC) (AOAC, 1993). El coeficiente de determinación (R
2
) fue superior a 0.99 para todas las 
rectas de calibración, mostrando una buena relación linear entre la concentración de los 
estándares y la respuesta del detector. Los LD variaron de 0.05 a 0.3 mg/L para todos los 
analitos, mientras que los LQ fueron entre 0.20 a 0.95 mg/L, siendo estos similares a los 
obtenidos por Gómez-Alonso et al. (2007). En cuanto a la precisión, tanto la repetibilidad como 
la precisión intermedia tuvieron una desviación estándar relativa (RSD) inferior al 15%. Debido 
a la alta concentración de asparagina y su proximidad a serina, el solapamiento de los picos no 
se pudo evitar y ambos se cuantificaron como asparagina-serina. 
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Una vez validado, el método fue aplicado para determinar aminas biógenas, aminoácidos y 
amonio en puré de fresa y fermentados glucónicos obtenidos mediante cultivos superficiales  
por tres cepas de bacterias acéticas: Acetobacter malorum, Gluconobacter oxydans y 
Gluconobacter japonicus para ver los cambios producidos en el perfil de estos compuestos 
durante la fermentación. 
Las aminas biógenas no fueron detectadas en el sustrato de fresa, posiblemente porque estos 
compuestos se encuentran en bajas concentraciones de forma endógena (Önal, 2007; Cipolla et 
al., 2010). Del mismo modo, los fermentados glucónicos de fresa tampoco presentaron 
concentraciones detectables de aminas biógenas. Estos resultados están de acuerdo con Landete 
et al. (2007), quienes observaron que durante los procesos fermentativos las principales 
productoras de aminas biógenas son las bacterias lácticas a diferencia de las bacterias acéticas. 
Sin embargo, la información en relación a la producción de aminas biógenas por las bacterias 
del género Gluconobacter era escasa. Por todo ello se pudo concluir que la elaboración de 
bebidas con estos fermentados fue segura para el consumo humano.  
Por otro lado, los aminoácidos mayoritarios en las muestras de fresa fueron asparagina-serina, 
alanina y glutamina, estando de acuerdo con lo observado en estudios previos (Pérez et al., 
1992, Moing et al., 2001). Tras las fermentaciones, los cambios en el perfil de aminoácidos 
fueron similares para las tres cepas empleadas. Así, los principales aminoácidos que 
disminuyeron su concentración fueron glutamina, alanina y triptófano, posiblemente utilizados 
como fuente de nitrógeno por las bacterias acéticas. Por el contrario, los aminoácidos que 
incrementaron su concentración fueron arginina, GABA y prolina. En todas las muestras 
fermentadas, la asparagina-serina fue el aminoácido más abundante seguido de la arginina, el 
ácido glutámico, la prolina y el ion amonio.  
Además, se realizaron dos tipos de análisis discriminante lineal (LDA), usando los métodos de 
selección de variable tipo estándar y forward stepwise, para evaluar si el perfil de aminoácidos y 
el ion amonio eran lo suficientemente diferentes como para distinguir las muestras analizadas en 
este estudio en función del sustrato y la cepa bacteriana. Se observó que ambos análisis fueron 
capaces de separar el sustrato de los productos de ácido glucónico, así como las cepas entre 
ellas, a pesar de tener un perfil similar de aminoácidos. 
En relación al proyecto, uno de sus objetivos fue la selección de una cepa de bacteria 
acéticas que transformará la glucosa en ácido glucónico y manteniendo la fructosa 
original del zumo de fresa. De las 3 cepas evaluadas, G. japonicus fue la cepa seleccionada 
para la elaboración de la bebida ya que mostró una mayor actividad durante la fermentación, 
consumiendo la glucosa más rápido. 
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De esta forma, se llevaron a cabo varias fermentaciones glucónicas con cultivo sumergido 
utilizando la cepa seleccionada. Este tipo de fermentación proporcionó una alternativa mucho 
más rápida que la fermentación con cultivo superficial y más interesante para aplicarla a  escala 
industrial. Así, la transformación de glucosa en ácido glucónico tuvo una duración de 8 horas 
frente a los 10 días de la fermentación con cultivo superficial. Además, de la misma forma que 
en el caso anterior, G. japonicus mostró ser bastante selectiva con el uso de glucosa, 
manteniendo constante la fructosa procedente del sustrato en el producto final. La fermentación 
con cultivo sumergido no formó aminas biógenas, al igual que en el estudio previo. En este 
caso, no se observaron cambios entre sustrato y el producto final en el perfil de aminoácidos ni 
en el contenido total de nitrógeno. Así el contenido total de nitrógeno al inicio de la 
fermentación fue de 19.91 ± 0.93 mM, mientras que el final fue de 20.43 ± 1.21 mM. Las 
diferencias entre los dos tipos de fermentaciones pueden ser debidas a que la fermentación con 
cultivo superficial presentó un metabolismo activo y de crecimiento bacteriano, mientras que la 
fermentación con cultivo sumergido tuvo un metabolismo orientado a una actividad catalítica. 
Además, también podría deberse a la notable diferencia en la duración de la fermentación.  
A pesar de las pocas diferencias en el perfil de aminoácidos e ion amonio, el análisis PCA fue 
capaz de agrupar las muestras iniciales y finales usando como variables lisina, fenilalanina, 
ácido glutámico, isoleucina, histidina, ácido aspártico, leucina, alanina e ion amonio. 
Por todo ello, se puede concluir que el fermentado glucónico es seguro para el consumo humano 
en relación a la cantidad de aminas biógenas. Por otro lado, la fermentación glucónica con 
cultivo sumergido mantiene la composición de aminoácidos en el producto final, además de 
conservar los compuestos bioactivos (Álvarez-Fernández et al., 2014; Hornedo-Ortega et al., 
2016). 
El Objetivo 3 se centró en la puesta a punto y validación de un método sensible para determinar 
aminas biógenas en productos finales (vinagres) o en la conservación de alimentos (vinos 
abiertos). Aunque en el capítulo anterior se valida y aplica un método para determinar aminas 
biógenas en productos fermentados, es importante disponer de métodos que sean más 
específicos y sensibles para poder determinar concentraciones más pequeñas y evitar la 
interferencias de otros compuestos, como los aminoácidos. En este caso se seleccionó el 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) como reactivo derivatizante 
precolumna, ya que es un reactivo más estable, robusto y sensible que el DEEMM. Así, el AQC 
reacciona con los grupos aminos, formando derivados que incrementan su sensibilidad a 
detectores de fluorescencia frente al DEEMM, el cual mejora la detección por ultravioleta 
(Peña-Gallego et al., 2012). 
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De este modo, un método cromatográfico desarrollado originalmente por Peña-Gallego et al. 
(2009) para determinar aminas biógenas en vinos usando AQC como agente derivatizante fue 
validado para la determinación de estos compuestos nitrogenados en vinagres. En orden de 
evitar interferencias de otros compuestos, principalmente aminoácidos, se utilizó una extracción 
en fase sólida (SPE) con un cartucho de resinas de modo mixto (Oasis MCX 1cc) antes del 
análisis cromatográfico.  
En relación al método analítico, este fue validado para la determinación de aminas biógenas en 
vinagres, ampliando el número de analitos del método original de 4 a 9 (histamina, tiramina, 
putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina, espermina, metilamina y feniletilamina). El 
método fue validado exitosamente en términos de selectividad, linealidad, sensibilidad (LD y 
LQ), precisión (repetibilidad y precisión intermedia) y recuperación de acuerdo con los criterios 
establecidos por AOAC (AOAC, 1993). La selectividad fue evaluada como la resolución entre 
los picos adyacentes (R), siendo esta mayor de 1,5 para todas las aminas biógenas. El R
2
 osciló 
entre 0.991 y 0.999 para todas las rectas de calibración, mostrando una buena relación linear 
entre la concentración de los estándares y la respuesta del detector. Los LD variaron de 7 a 26 
µg/L para todos los analitos, mientras que los LQ fueron entre 17 a 68 µg/L, siendo estos 
similares a los obtenidos por métodos que emplean AQC (Hernández-Orte et al. 2006; Peña-
Gallego et al., 2009) y más sensibles que los métodos con DEEMM (Gómez-Alonso et al., 
2007). En cuanto a la precisión, tanto la repetibilidad (precisión intradía) como la precisión 
intermedia (precisión interdía) tuvieron una desviación estándar relativa (RSD) inferior al 15%. 
La exactitud se evaluó a dos concentraciones, obteniendo una tasa de recuperación para la 
mayoría de los analitos en un rango de 80 al 110%.  
El método validado fue empleado para determinar aminas biógenas en diferentes tipos de 
vinagres, entre los que se encuentran 6 tipos de vino tinto, 4 de vino blanco, 3 de manzana y 3 
balsámicos. Además se evaluaron 10 vinagres de vino de Jerez, divididos en 3 vinagres de Jerez, 
3 vinagres de Jerez Reserva, 3 vinagres de Jerez Gran Reserva y 1 Pedro Ximénez. 
El contenido total de aminas biógenas en vinagres osciló entre 23.35 y 1445.2 µg/L. La 
metilamina y la feniletilamina no fueron detectadas en ningún vinagre. Por el contrario, la 
putrescina seguida de la histamina, fueron las aminas biógenas que mostraron las 
concentraciones más altas en algunos vinagres, alcanzando valores de hasta 525 y 309 µg/L, 
respectivamente. Los vinagres con mayor concentración de aminas fueron los balsámicos, el 
Pedro Ximénez y algunos de los vinagres de vino tinto. Por el contrario, los vinagres de Jerez y 
vinagres de manzana tenían menor concentración de estos compuestos.  
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Por otro lado, se llevó a cabo un análisis de componentes principales (PCA) para evaluar si el 
perfil de aminas biógenas era suficiente para diferenciar entre los distintos tipos de vinagres 
analizados en el estudio. De esta forma, el primer factor permitió separar los vinagres con 
menor concentración de aminas biógenas (vinagres de manzana, Jerez y vino blanco) y los 
vinagres con mayor concentración (vinagre balsámico y Pedro Xímenez). El segundo factor 
separó las muestras según la concentración de espermina. En este caso, las muestras de vinagre 
de vino blanco y algunos vinos tintos, se separaron del resto. Los vinagres de vino tinto se 
encontraron distribuidos de forma heterogénea debido a que el perfil de aminas biógenas en las 
muestras fue muy variable. 
Por lo general, las cantidades de aminas biógenas cuantificadas en los vinagres analizados son 
inferiores a las encontradas en otros productos fermentados, como el vino o el queso, y por tanto 
no alcanzan niveles que provoquen efectos perjudiciales para el consumo humano. 
Por otro parte, los estudios presentes en la bibliografía en relación al perfil de aminas biógenas 
en los vinos finales están centrados en la conservación en botellas cerradas. Sin embargo, los 
vinos suelen mantenerse en botellas abiertas en el sector de la restauración, por lo que es 
importante controlar la evolución de estos compuestos a lo largo del tiempo. Para este estudio se 
seleccionaron tres tipos de vinos: un vino tinto de calidad media, un vino tinto de alta calidad y 
un vino blanco joven. Una vez abiertos, las botellas se conservaron en diferentes condiciones de 
almacenamiento (temperatura y tipo de tapón). Así, las botellas se mantuvieron a temperatura 
ambiente (25 ºC) o fría (4 ºC). Con respecto al tipo de tapón, las botellas fueron tapadas con un 
tapón corcho o con un tapón con un sistema de bomba de vacío para extraer el aire de la botella 
(Vacu Vin®). 
La concentración media de aminas biógenas en las botellas recién abiertas 37.7 mg/L, 21.2 
mg/L y 5.08 mg/L para los vinos tintos de calidad media, de alta calidad y vino blanco, 
respectivamente. Los dos vinos tintos mostraron mayores cantidades de histamina y putrescina, 
mientras que el vino blanco tenía una concentración similar de tiramina, putrescina e histamina. 
Cadaverina presentó una concentración similar para todas las muestras, oscilando de 0.25 a 0.42 
mg/L. Por otro lado, metilamina y espermina no se detectaron en ninguna muestra. 
Durante el almacenamiento de las botellas abiertas de vino en las diferentes condiciones se 
observaron ligeros cambios en el perfil de aminas biógenas. En el caso del vino tinto de calidad 
media, la concentración total de aminas biógenas tuvo una tendencia a disminuir a lo largo del 
tiempo en todas las condiciones de almacenamiento, principalmente histamina y cadaverina 
disminuyeron significativamente. Sin embargo, otras aminas minoritarias aumentaron, tales 
como feniletilamina y espermidina. Respecto al vino tinto de calidad alta, si se observaron 
algunas diferencias entre las diferentes condiciones de almacenamiento. Así, las muestras no 
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almacenadas al vacío mostraron una tendencia a disminuir con el tiempo, a diferencia de los 
mantenidos al vacío donde no se observó cambios en las concentraciones totales. Estas 
diferencias se deben principalmente a la tiramina, ya que esta amina biógena disminuyó 
significativamente desde el cuarto día de almacenamiento en aquellos vinos mantenidos en 
condiciones de vacío. Al igual que en el caso anterior, la histamina también disminuyó a lo 
largo del tiempo en todas las condiciones. En el caso del vino blanco, se observó un aumento 
significativo en las concentraciones de histamina desde el cuarto día en todas las condiciones, a 
diferencia de los vinos tintos. 
En general, considerando la concentración de aminas biógenas de todas las muestras, se observó 
una marcada correlación positiva entre histamina, tiramina, putrescina y cadaverina (r = 0.73-
0.94). 
Por otro lado, se llevó a cabo una PCA para evaluar si el perfil de aminas biógenas eran útiles 
para separar y agrupar los diferentes tipos de vino seleccionados en este estudio. El análisis 
separó principalmente según el tipo de vino. Además, pudo separar las muestras de vino tinto de 
calidad media según el tiempo de almacenamiento. Alternativamente, con el fin de explorar las 
diferencias entre las muestras teniendo en cuenta el tiempo de almacenamiento para cada vino, 
se aplicó un análisis LDA para evaluar si las concentraciones de aminas biógenas eran 
suficientes para diferenciar las muestras de los días 0, 4 y 10. Se llevó a cabo un análisis 
estándar para cada tipo de vino, obteniendo una matriz de clasificación del 100% para todos los 
casos. En general, los perfiles de aminas biógenas pueden separar las muestras de los tres vinos 
según su tiempo de almacenamiento e independientemente de las condiciones de 
almacenamiento, aunque las distancias fueron bastante cercanas. Especialmente el vino tinto de 
alta calidad mostró tener una mayor estabilidad a lo largo del tiempo. 
Por todo ello, se determinó que las diferentes condiciones de almacenamiento no provocan 
cambios importantes en el perfil de aminas biógenas. 
En general, respecto a los métodos analíticos evaluados, se observó que debido a las 
limitaciones del método para la determinación de forma simultanea de aminas biógenas y 
aminoácidos, principalmente a la sensibilidad, fue necesario el desarrollo de dos métodos  
diferentes según el objetivo que se persigue. Así, en el caso del método que emplea DEEMM 
como agente derivatizante, es necesario mejorar los límites de detección de las aminas biógenas 
ya que, aunque son adecuados en términos de seguridad alimentaria, son altos para objetivos de 
investigación, los cuales necesitan una mayor sensibilidad.  
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Calidad Alimentaria 
En los últimos años, se aprecia una creciente demanda social por los alimentos con efectos 
beneficiosos sobre la salud. Así, una dieta rica en frutas y verduras está asociada a una menor 
prevalencia de padecer ciertas enfermedades. De esta forma, ciertos compuestos presentes en 
estos alimentos, denominados compuestos fenólicos, presentan una potencial actividad 
biológica la cual está relacionada con los efectos beneficiosos vistos en salud.  No obstante, para 
ahondar en el conocimiento de su función biológica y en los mecanismos a través de los cuales 
ejercen su efecto protector es imprescindible conocer la forma en la que se absorben, 
metabolizan, distribuyen y excretan por el organismo, es decir, evaluar su biodisponibilidad. 
Además, es importante conocer las transformaciones a las que son sometidas los compuestos 
originales, ya que las propiedades bioactivas son ejercidas principalmente por los derivados 
formados. 
El Objetivo 4 está enfocado a la validación de un método analítico para determinar compuestos 
fenólicos y sus metabolitos en diferentes matrices biológicas tras la ingesta de un alimento rico 
en estos compuesto fenólicos, mediante cromatografía de líquidos acoplada a un detector de 
espectrometría de masas de alta resolución (HPLC-HRMS). 
En primer lugar se desarrolló y validó el método cromatográfico para la determinación de 
derivados de metabolitos y catabolitos microbianos en muestras de orina, plasma y heces de 
ratas tras la ingesta de un extracto de vino rico en proantocianidinas. En este estudio, para la 
detección de los analitos en las muestras biológicas no fue aplicado un tratamiento con enzimas 
hidrolíticas, como glucuronidasas o sulfatasas, que junto al uso de un detector HRMS, nos 
permitió identificar metabolitos conjugados específicos, a diferencia de una gran cantidad de 
estudios previos (Lee et al., 2002; Chow et al., 2005; Henning et al., 2005; Donovan et al., 
2006; Saha et al., 2012). Además, el método fue validado usando patrones reales, algunos de los 
cuales son compuestos no comerciales y fueron obtenidos por síntesis química, por lo que 
permitió una validación y cuantificación más precisa (Nagy et al., 2011). En total se 
determinaron 35 compuestos fenólicos, incluidos 3 flavanoles, 4 derivados de valerolactonas y 
27 ácidos fenólicos y ácidos aromáticos en tres matrices biológicas. 
El método fue validado exitosamente en términos de especificidad, linealidad, sensibilidad (LD 
y LQ), precisión (intradía y interdía), recuperación y efecto matriz de acuerdo con los criterios 
establecidos por la guía de “Eurachem” (Eurachem, 2014). La especificidad fue evaluada como 
la desviación en ppm (error de masas entre el m/z teórico y el observado), obteniendo valores 
menores de 5 ppm, lo cual se considera como un nivel aceptable de precisión de masa. Respecto 
a la linealidad, el R
2
 fue mayor para todas las rectas de calibración, mostrando una buena 
relación linear entre la concentración de los estándares y la respuesta del detector para las tres 
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matrices. En general, los LD y LQ fueron similares para las tres matrices. Así, los LD variaron 
de 1.0 a 462 nM y los LQ de 3.0 a 1540 nM en la orina. Para las muestras de plasma, los LD 
oscilaron entre 0.9 y 710 nM y los LQ entre 3.0 y 2160 nM. Los LD variaron entre 0.9 y 933 
nM y los LQ oscilaron entre 3.0 y 3110 nM en las muestras de heces. En cuanto a la precisión, 
tanto la precisión intradía como la precisión interdía mostraron una RSD inferior al 15% en las 
tres matrices analizadas. Las recuperaciones variaron del 70 al 110% en las 3 matrices 
diferentes. En general, las recuperaciones en las muestras de heces fueron ligeramente más bajas 
que en el plasma y la orina. En el caso de procianidina B1 y B2, su recuperación fue inferior al 
20% en las heces usando los cartuchos OASIS HLB, los cuales tienen un tipo de sorbente de 
fase inversa que retienen estos compuestos (Xiao et al., 2017). Por otra parte, los metabolitos 
sulfatados, que son altamente hidrofílicos, mostraron una tasa de recuperación cercana al 70% 
en las heces, de acuerdo con los valores anteriormente obtenidos por Feliciano et al. (2016) en 
muestras de plasma y orina. El efecto matriz fue similar en las muestras de orina y plasma y 
ligeramente más alto en las heces, con un valor medio de -5.68, -4.24 y -8.34, respectivamente. 
De esta forma, se observó una leve supresión de iones en los análisis de las distintas matrices, 
de forma similar a otros estudios previos (Gasperotti et al., 2014, Feliciano et al., 2016). 
El método fue aplicado para determinar derivados de metabolitos y catabolitos microbianos en 
muestras de orina, plasma y heces de ratas tras la ingesta de un extracto de vino rico en 
proantocianidinas. Respecto a las muestras de heces analizadas, los principales metabolitos 
cuantificados fueron ácido ferúlico (63 nmol), ácido ferúlico-4’-sulfato (78 nmol), ácido 3-(3’-
hidroxi-4’-metoxifenil)propiónico (35 nmol), ácido 3’-hidroxifenilacético (228 nmol), ácido 4’-
hidroxifenilacético (77 nmol) y ácido 4-hidroxibenzoico (52 nmol). En general, el contenido 
fecal total de derivados de ácidos fenólicos y ácidos aromáticos fue de 683±152 nmol, 
equivalente al 4,6% del extracto de proantocianidina ingerido. En el caso de las muestras de 
plasma, los valores más altos de concentración máxima (Cmax) fueron ácido 3-(3’-
hidroxifenil)propiónico (2568 nmol/L), ácido 3-(fenil)propiónico-3’-sulfato (1405 nmol /L), 
ácido 4-hidroxibenzoico (2660 nmol/L) y ácido hipúrico (433478 nmol/L). Los principales 
compuestos encontrados en las muestras de orina fueron los derivados de ácidos fenólicos y 
ácidos aromáticos, con una excreción total de 2567 ± 230 nmol, equivalente al 17.3% de la 
ingesta. De esta forma, los compuestos mayoritarios excretados fueron ácido ferúlico-4’-sulfato 
(503 nmol), ácido 3-(3’-metoxi-4’-hidroxifenil)propiónico (97 nmol), ácido 3-(3’-
metoxifenil)propiónico-4’-sulfato (106 nmol), ácido 3-(3'-hidroxi-4'-metoxifenil)propiónico 
(123 nmol), ácido 3-(3’-hidroxifenil)propiónico (150 nmol), ácido 3(fenil)propiónico-3’-sulfato 
(595 nmol), ácido 4’-hidroxifenilacético (178 nmol) y ácido hipúrico (275 nmol). 
En la bibliografía se encuentran varios estudios que han investigado la biodisponibilidad de 
proantocianidinas en modelos animales (Arola-Arnal et al., 2013; Sano et al., 2003; Tsang et al., 
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2005; Prasain et al., 2009). Sin embargo, la mayoría se centraron en el análisis de los 
monómeros y sus derivados en las muestras biológicas, como plasma u orina, sin tener en 
cuenta las biotransformaciones de las proantocianidinas mediados por la microbiota colónica. 
Por el contrario, en un estudio en ratas llevado a cabo por Margalef et al. (2014), se 
identificaron algunos compuestos derivados de la acción de la microbiota, como el 5-(3’,4’-
dihidroxifenil)-γ-valerolactona o varios derivados del ácido fenilvalérico. 
Además, este método nos permitió identificar por primera vez varios derivados conjugados de 
fenilvalerolactonas y ácidos fenilvaléricos en las muestras de orina, plasma y heces tras la 
ingesta del extracto de semilla de uvas rica en proantocianidina (Tabla 6). 
Tabla 6. Nuevos compuestos identificados en muestras biológicas de ratas tras la ingesta de 
extracto de vino rico en procianidinas. 
Catabolitos identificados (número de isómeros) Muestras 
5-(Dihidroxifenil)-γ-valerolactona-O-glucuronido
 
O   
5-(Fenil)-γ-valerolactona-O-glucuronido-sulfato
 
O P  
5-(Metoxifenil)-γ-valerolactona-sulfato (2)
 
O  H 
5-(Metoxifenil)-γ-valerolactona-O-glucuronido (2) O   
5-(Fenil)-γ-valerolactona-4’-O-glucuronido
 
O   
5-(Fenil)-γ-valerolactona-3’-O-glucuronido
 
O P  
Ácido 5-(3’,4’-Dihidroxifenil)-γ-hidroxivalerico O  H 
Ácido 5-(3’-Hidroxifenil)-γ-hidroxivalerico-4’-sulfato O  H 
Ácido 5-(3’-Hidroxifenil)-γ-hidroxivalerico-4’-O-glucuronido O P H 
Ácido 5-(4’-Hidroxifenil)-γ-hidroxivalerico-3’-O-glucuronido O P H 
Ácido 5-(3’, 4’-Dihidroxifenil)-γ-valerico O  H 
Ácido 5-(Hidroxifenil)-γ-valerico-4’-sulfato O P H 
O: Orina. P: Plasma. H: Heces. 
Con la identificación de estos compuestos, se propuso una ruta catabólica para las 
proantocianidinas, la cual se encuentra en el Capítulo 4 de la presente memoria de tesis.  
 
El Objetivo 5 se centró en la comparación y evaluación de dos métodos analíticos, un método 
de cromatografía liquida (HPLC) y un método de cromatografía de gases (GC), ambos 
acoplados a un detector de masas. Estos métodos se han  ambos usado comúnmente en la 
determinación de ácidos fenólicos en muestras biológicas, principalmente en muestras de orina 
y heces. Tradicionalmente, la espectrometría de masas (MS) se acopló al GC, no obstante el uso 
de métodos HPLC acoplados a MS se ha difundido en los últimos años (Kind et al., 2009). Así, 
la determinación de metabolitos fenólicos en muestras de orina se ha llevado a cabo 
recientemente tanto por métodos de HPLC-MS (Pereira-Caro et al., 2016; Feliciano et al., 2016; 
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Sasot et al., 2017; Saenger et al., 2017) como por métodos de GC-MS (Roowi et al., 2010; 
Wang et al., 2012; Ludwig et al., 2013; Pereira-Caro et al., 2015).  
Sin embargo, ambas técnicas presentan diversas ventajas e inconvenientes. Los métodos de GC-
MS presentan mejor resolución de picos, no forman aductos de iones moleculares, tienen menor 
efecto matriz y son métodos más específicos. Además el GC-MS dispone de librerías de 
metabolitos e índices de retención los cuales pueden ayudar a la identificación de los 
compuestos a través del espectro de masas (Kind et al., 2009; Scalbert et al., 2009). Del mismo 
modo, el GC permite identificar y cuantificar pequeñas moléculas polares, las cuales tienen 
dificultad para ser detectadas por métodos HPLC-MS (Ferreira et al., 2013). Respecto a los 
métodos de HPLC-MS, entre sus ventajas se encuentran que no es necesario un paso de 
derivatización de las muestras previo al análisis, el cual suele consumir mucho tiempo y formar 
derivados poco estables. Además, permite identificar metabolitos conjugados específicos, 
proporcionando información sobre la transformación y biodisponibilidad de los compuestos 
fenólicos. En general, el HPLC-MS es una técnica con buenos valores de sensibilidad y 
reproducibilidad (Scalbert et al., 2009; Pereira-Caro et al., 2016). 
Previo al análisis cromatográfico, un factor importante es la preparación de las muestras. Así, 
las muestras pueden ser extraídas para concentrar los analitos de interés, disminuir las 
interferencias provocadas por otros compuestos presentes en las muestras y mejorar la 
sensibilidad, siendo la extracción en fase sólida (SPE) una de las técnicas más empleadas 
(Savage et al., 2011; van der Hooft et al., 2012; Mosele et al., 2016; Feliciano et al., 2016). 
Para ello, se validaron un método de HPLC-HRMS y un método de GC-MS para la 
determinación de catabolitos derivados de compuestos fenólicos presentes en orina de humanos 
tras la ingesta de zumo de naranja. Además, se evaluó el proceso de extracción comparando la 
inyección directa y dos extracciones en SPE usando los cartuchos SDB-L y HBL. Del mismo 
modo, se determinó la eficiencia del proceso de derivatización con N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA). En general, se determinaron un total de 46 
compuestos en el método de HPLC y 28 en el método GC en las muestras de orina. 
Los métodos fueron validados en términos de especificidad, linealidad, sensibilidad (LD y LQ), 
precisión (intradía y interdía), recuperación y efecto matriz, de acuerdo con los criterios 
establecidos por la guía de la FDA (FDA, 2001, 2015). En la Tabla 7 se muestra la 
comparación de los métodos cromatográficos validados. 
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Tabla 7. Comparación de los parámetros de validación de los métodos de cromatografía. 
Parámetro de Validación HPLC-HRMS GC-MS 
Nº de analitos validados 46 28 
Nº de analitos identificados 35 23 
R
2
 0.9910 - 0.9999 0.9900 - 0.9999 
LD de agliconas (nmoles/L) 20 - 1777 663 – 23964 
LQ de agliconas (nmoles/L) 65 - 5924 2209 – 79879 
LD de glucurónidos (nmoles/L) 8 - 44 - 
LQ de glucurónidos (nmoles/L) 27 - 147 - 
LD de sulfatados (nmoles/L) 11 - 46 - 
LQ de sulfatados (nmoles/L) 37 - 154 - 
Precisión intradía (RSD%) 0.3 - 9.3 1.5 - 9.5 
Precisión interdía (RSD%) 1.3 - 12.7 2.2 - 14.2 
Efecto matriz (%) 98.7 85.6 
   
Recuperación(Media ± SD)   
Inyección Directa (%)   
Agliconas 97.8 ± 4.3 - 
Glucurónidos 102.4 ± 4.1 - 
Sulfatados 102.8 ± 3.5 - 
SDB-L (%)   
Agliconas 95.0 ± 0.8 78.9 ± 8.4 
Glucurónidos 93.8 ± 1.0 - 
Sulfatados 11.3 ± 2.9 - 
HLB (%)   
Agliconas 94.2 ± 2.6 84.9 ± 5.7 
Glucurónidos 95.2 ± 1.2 - 
Sulfatados 22.6 ± 10.3 - 
R
2
: Coeficiente de determinación. RSD: Desviación Estándar Relativa. -: no determinado.  
En general, el método de HPLC pudo determinar e identificar un gran número de derivados 
fenólicos y catabolitos formados por la microbiota colónica, incluidos derivados sulfatados y 
glucurónidos, a diferencia del método de GC que solo determinó compuestos fenólicos en su 
forma agliconas. Los resultados de la validación mostraron que los LD y LQ fueron mejores en 
el método por HPLC en comparación con el GC. 
Respecto a los valores de recuperación,  tanto los cartuchos SDB-L  como los HLB presentaron 
una buena recuperación para los compuestos fenólicos y sus derivados glucurónidos. En el caso 
de los derivados sulfatados, los cuales son altamente hidrofílicos, no tuvieron una buena 
recuperación usando los cartuchos seleccionados. De esta forma, los cartuchos SDB-L, los 
cuales están compuestos por un copolímero estireno-divinilbenceno, no son útiles para la 
extracción de estos compuestos. En el caso de los cartuchos HLB, aunque están formados por 
un sorbente equilibrado hidrofílico-lipofílico, los compuestos muy polares muestran algunos 
problemas en la extracción, como el ácido clorogénico (Savage et al., 2011) o flavonoles y 
derivados (Muñoz-González  et al., 2014). Por todo ello, la inyección directa es la más 
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recomendable en relación a la recuperación, ya que evita la pérdida de analitos de interés, 
principalmente los derivados sulfatados. 
En cuanto al proceso de derivatización, se evaluó revirtiendo la reacción de derivatización 
añadiendo agua. En general, se observó que la mayoría de los analitos estudiados fueron 
recuperados en torno al 100% tras revertir la derivatización, a excepción de1,3,5-trihidroxifenol. 
Por otro lado, se comprobó que el proceso de derivatización no provocó una fragmentación del 
grupo glucurónido o sulfatado de los conjugados, ya que tras revertir la derivatización estos 
compuestos se recuperaron completamente cuando fueron analizados por HPLC-HRMS. 
Del mismo modo que en estudios previos, el ácido 4’-hidroxifenilacético y el ácido hipúrico 
fueron los analitos que mostraron las concentraciones más altas en todas las muestras analizadas 
(Pereira-Caro et al., 2016). Además, se identificó el ácido 3-(3’-hidroxi-4’-
metoxifenil)hidracrílico, un biomarcador potencial de la ingesta de zumo de naranja procedente 
de la degradación por las bacterias del colon de la hesperetina (Pereira-Caro et al., 2017). 
La aplicación del método en muestras reales mostró que la recuperación de los compuestos 
fenólicos en forma de agliconas en el método de GC respecto a la inyección directa en el 
método de LC disminuyó en torno al 20%. Por otro lado, el uso del método de HPLC-MS 
permitió obtener más información más detallada y completa de los derivados formados del 
catabolismo de los compuestos fenólicos por las bacterias colónicas. Además, este método fue 
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Conclusiones 
De los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se ha llegado a 
las siguientes conclusiones siguiendo el orden de los objetivos propuestos: 
PRIMERA 
Para la determinación de las aminas biógenas en bebidas fermentadas (según la revisión 
bibliográfica de 2010-2016) se emplea principalmente cromatografía líquida con columna C18 
en fase reversa y acoplado a detectores de ultravioleta o fluorescencia. Previamente al análisis 
cromatográfico, se suelen emplear diferentes tipos de reactivos derivatizantes para mejorar la 
sensibilidad y selectividad analítica, obteniéndose unos valores de LD y LQ adecuados para su 
aplicación en seguridad alimentaria, proceso de producción o investigación de microbiología 
alimentaria. 
SEGUNDA 
Se ha validado con éxito un método de HPLC acoplado a un detector de fotodiodo y usando 
DEEMM como reactivo derivatizante para la determinación de aminas biógenas, aminoácidos y 
amonio en puré de fresa y su fermentado glucónico, obteniendo valores adecuados de linealidad, 
sensibilidad y precisión. Se determinaron un total de 31 compuestos, incluidos 22 aminoácidos, 
8 aminas biógenas e ion amonio. Se ha demostrado su utilidad para el análisis de rutina de estos 
compuestos nitrogenados. 
TERCERA 
Los fermentados glucónicos obtenidos mediante cultivo superficial no contienen aminas 
biógenas por encima de los LD del método. El perfil de aminoácidos permitió la discriminación 
de las bebidas según la cepa de bacteria acética responsable de la fermentación. G. japonicus 
fue la cepa seleccionada, ya que mostró mayor actividad durante la fermentación consumiendo 
la glucosa más eficiente. 
CUARTA 
Los fermentados glucónicos obtenidos mediante cultivo sumergido no contienen aminas 
biógenas por encima de los LD del método. Estos fermentados son, por tanto, seguros para la 
elaboración de productos de consumo humano. Además, esta fermentación no provocó cambios 
significativos en el perfil de aminoácidos. 
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QUINTA 
Se ha validado con éxito un método de HPLC acoplado a un detector de fluorescencia y usando 
AQC como reactivo derivatizante para la determinación de aminas biógenas en vinagre, 
obteniendo valores adecuados de selectividad, linealidad, sensibilidad, precisión y recuperación. 
Se determinaron un total de 9 aminas biógenas. Este método ha mostrado ser útil su utilidad 
para el análisis de rutina de aminas biógenas en muestras de vinagre. 
SEXTA 
La concentración de aminas biógenas en los vinagres fue menor que la encontrada en los vinos. 
La putrescina y la histamina fueron las aminas biógenas que presentaron mayor concentración. 
Entre los vinagres analizados, los balsámicos y el Pedro Ximénez presentaron los niveles más 
altos de aminas biógenas, mientras que el vinagre de manzana presentaron las concentraciones 
más bajas. Estas diferencias en el perfil de aminas biógenas de los vinagres analizados se 
confirmaron/reflejaron en el Análisis de Componentes Principales (PCA), ya que considerando 
como variables las aminas biógenas, fue posible separar los diferentes tipos de vinagres, 
exceptuando los vinagres de vino tinto. 
SÉPTIMA 
La concentración de aminas biógenas no cambió significativamente en botellas de vino abiertas 
y conservadas en diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura y tapón). Aunque el 
perfil de aminas biógenas cambió ligeramente a lo largo del tiempo en los tres tipos de vinos, la 
concentración final de estas biomoléculas en los vinos estaba principalmente determinada por 
sus cantidades iniciales. El Análisis Discriminante Lineal (LDA) confirmó que las muestras se 
agruparon según su tiempo de almacenamiento, independientemente de las condiciones de 
almacenamiento. 
OCTAVA 
Se ha desarrollado y validado con éxito una metodología analítica mediante el empleo de 
cromatografía líquida acoplada a un detector de espectrometría de masas de alta resolución para 
la caracterización y cuantificación de compuestos fenólicos y sus metabolitos en muestras de 
orina, plasma y heces de ratas obteniendo valores adecuados de especificidad, linealidad, 
sensibilidad, precisión, recuperación y efecto matriz.  
NOVENA 
La metodología propuesta se ha aplicado para la caracterización y determinación de un total de 
34 metabolitos, incluidos 3 flavanoles, 4  derivados de valerolactonas y 27 ácidos fenólicos y 
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ácidos aromáticos en muestras de orina, plasma y heces de ratas tras la ingesta por éstas de un 
extracto de semilla de uva rica en proantocianidinas. Los resultados han mostrado que estos 
compuestos fenólicos son altamente metabolizados por las bacterias colónicas. Adicionalmente 
la aplicación de este método cromatográfico ha permitido la identificación por primera vez de 8 
derivados conjugados de fenilvalerolactonas y 6 ácidos fenilvaléricos, siendo los conjugados 
sulfatados los principales metabolitos identificados tras la ingesta de este extracto en ratas. Los 
derivados fenólicos mayoritarios en orina fueron el ácido 3(fenil)propiónico-3’-sulfato y el 
ácido ferúlico-4’-sulfato y en heces fue el ácido 3’-hidroxifenilacético. En general, los derivados 
de ácidos fenólicos y ácidos aromáticos encontrados en las muestras de orina  y heces equivalen 
al 17.3% y 4.6% del extracto de procianidina ingerido, respectivamente. La concentración 
máxima de los metabolitos fenólicos en plasma fueron el ácido hipúrico, el ácido 4-
hidroxibenzoico y el ácido 3-(3’-hidroxifenil)propiónico. 
DÉCIMA 
Se han validado con éxito un método de HPLC acoplado a un detector de espectrometría de 
masas de alta resolución y un método de GC acoplado a un detector de espectrometría de masas 
para la determinación compuestos fenólicos y sus metabolitos en muestras de orina tras el 
consumo de zumo de naranja por sujetos sanos, obteniendo valores adecuados de especificidad, 
linealidad, sensibilidad, precisión, recuperación y efecto matriz. Además, se han evaluado 
diferentes sistemas de purificación de muestras previo al análisis por cromatografía, siendo la 
inyección directa de muestra de orina la que presentó mejores resultados de recuperación frente 
a la obtenida empleando el sistema SPE con cartuchos (SBD-L y HLB), principalmente para los 
compuestos muy hidrofílicos como los derivados sulfatados.  
UNDÉCIMA 
Tanto el método por cromatografía líquida (HPLC) como por cromatografía gaseosa (GC) son 
adecuados para ser aplicados en estudios de biodisponibilidad centrados en el estudio del perfil 
de compuestos fenólicos generados por degradación microbiana de los polifenoles tras su 
ingesta. No obstante, existen diversas limitaciones a tener en cuenta sobre todo en el método 
GC. A nivel cualitativo, las principales diferencias entre ambos métodos fueron en el número de 
metabolitos identificados. Por el método HPLC se determinaron un total de 46 compuestos 
fenólicos, incluyendo derivados glucurónidos y sulfatados, mientras que por el método GC sólo 
se pudieron identificar 28 ácidos fenólicos encontrándose todos ellos en su forma libre. A nivel 
cuantitativo existen diferencias entre ambas técnicas analíticas, siendo el método HPLC el 
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